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RÉSUMÉ
L’oxyde nitrique (NO) est un gazotransmetteur jouant un rôle majeur dans le
signalement cellulaire et est impliqué dans plusieurs processus pathologiques.
Plusieurs types de cellules dont les leucocytes peuvent produire du NO. Chez
d’autres espèces, il a été démontré que les neutrophiles pouvaient sécréter du NO.
Cependant, le rôle biologique de cette production reste indéterminé. Les objectifs de
cette étude étaient de déterminer si le neutrophile sanguin pouvait produire du NO ex
vivo, d’en évaluer la cinétique de sécrétion et de mesurer l’oxyde nitrique synthase
inductible (iNOS). Quatre chevaux normaux furent étudiés dans ce projet. Les
neutrophiles sanguins ont été isolés par une technique de gradient de densité et ont été
stimulés avec des lipopolysaccharides (LPS) et de l’interféron-gamma (IFN-y). La
production de NO fut déterminée à 6 et 12 h de façon indirecte par la mesure de
nitrites (NO2) et de nitrates (NO3) (NOs) avec la technique de Griess. L’ARNm de la
iNOS a été recherché à partir d’une technique de RT-PCR en temps réel. Les
résultats montrent une sécrétion basale de NO et une augmentation significative de la
production de NO aux temps d’incubation 6 et 12 h. Malgré l’utilisation de plusieurs
amorces, les mesures de l’ARNm de la iNOS n’ont pas été concluantes. Cette étude a
permis de mettre en évidence le NO produit par les neutrophiles sanguins de chevaux
sains et pourrait servir de base à l’étude du rôle du NO sécrété par les neutrophiles
sanguins équins dans un modèle d’inflammation pulmonaire comme le souffle.




Nitric oxide (NO) plays a important role in ceil signaling and is involved in
many pathological processes. Many kinds of ceils, like leucocytes can produce NO.
In some species, it was found that neutrophils can produce NO. However, the
biological role of this production is unknown. The objectives of our study was to
determine if blood neutrophils have the capacity to produce NO ex vivo, to evaluate
the kinetic of this secretion and to quantifie the inducible nitric oxide synthase
(iNO$). four healty horses where used for this project. Blood neutrophils where
isolated by a density gradient technique and stirnulated with lipopolysaccharides
(LPS) and interferon-gamma (IFN-y). NO production was determine at 6 and 12 h
quantifying indirectly nitrite (NO2) and nitrate (NO3) (NOx) with the Griess
technique. We studied the expression of iNOS gene by a (RT-PCR) technique. The
resuits showed a basal secretion of NO and a significant augmentation after 6 and 12
h of incubation. Unfortunately, even with the use of many different sets of primers,
the iNOS mRNA quantification was flot conclusive. This study showed that blood
neutrophils provided by healthy horses can produced NO. Those resuits should be
used as a base for a study of the fonction of NO produced by horse’s blood
neutrophiis in a inflammatory model as heaves.
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L’oxyde nitrique (NO) est une molécule qui se présente sous forme gazeuse et
qui est capable de diffuser facilement à travers les membranes biologiques. Chez les
mammifères, le NO a été mis en évidence dans plusieurs cellules et semble impliqué
dans plusieurs fonctions biologiques, dans des domaines aussi variés que les systèmes
immunitaire, nerveux et cardiovasculaire (Moncada and Higgs 1995). Le NO joue un
rôle critique dans le signalement cellulaire et a été incriminé dans la physiopathologie
de plusieurs maladies (Nathan 1992; Moncada and Riggs 1993). Le NO est produit
par différents types de NO synthases (NOS) (Moncada 1992). Les NOS neuronale et
endothéliale sont exprimées de façon constitutive. Toutefois, les NOS inductibles,
retrouvées dans les cellules du système immunitaire, produisent une grande quantité
de NO pendant de longue durée et ont une activité cytotoxique et antiproliférative
(Vodovotz, Kwon et al. 1994). La NOS inductible pourrait jouer un rôle majeur dans
plusieurs types de processus inflammatoires et immunitaires (Heiss, Lancaster et al.
1994). De plus, chez quelqties espèces, il a été montré que le NO avait un effet
cytotoxique contre plusieurs pathogènes incluant les fungi, les parasites, les bactéries
et les protozoaires (Liew and Cox 1991). Chez le cheval, il a été entre autre démontré
que le NO jouait un rôle dans la pathogenèse de ostéoarthrite (Tung, Venta et al.
2002).
Les polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) constituent la première ligne
de défense du système immunitaire lors de la réponse inflammatoire. Dans le passé,
les neutrophiles ont été considérés comme des cellules différenciées terminales et on
a longtemps cru que leurs fonctions étaient réduites à un rôle effecteur primaire de
phagocytose et de production de formes réactives de l’oxygène et d’enzymes
protéolytiques. Plusieurs études récentes montrent que les neutrophiles sanguins de
plusieurs espèces, dont le cheval, sont capables de synthétiser des médiateurs
inflammatoires et d’exprimer des récepteurs qui sont impliqués dans plusieurs types
de processus inflammatoires et pouvant jouer un rôle plus actif dans la réponse
immunitaire (Joubert, Silversides et al. 2001). Certains de ces médiateurs
inflammatoires sont impliqués dans l’irnmunomodulation de la réponse aigu
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(Cassatella 1999) et jouent un rôle actif dans la physiopathologie des maladies
neutrophiliques équines.
Plusieurs tissus peuvent générer du NO dans des situations pathologiques et
les leucocytes pourraient sécréter ce médiateur de façon significative. Des études
précédentes ont montré que les neutrophiles sanguins humains et de rat ont la capacité
de produire du NO à l’état basal ainsi que suite à des stimulations (Wright, Millsch et
al. 1989; fierro, Nascimento-DaSilva et al. 1999). L’incubation des neutrophiles
sanguins de rats normaux in vitro avec des activateurs de neutrophiles (PAF,
leucotriènes 34 et 1’ interleukine-$), différentes cylokines (Interleukine- 1, TNF-alpha
et l’TNF-gamma) montraient que seul l’TNF-gamrna était capable de stimuler une
production importante de NO.
Chez le cheval, le rôle du NO généré par les neutrophiles sanguins en
présence d’une réaction inflammatoire systémique ou localisée est inconnu. II est
toutefois possible qu’il puisse jouer un rôle dans la physiopathologie de maladies
neutrophiliques équines telles que le souffle. Ce projet tente donc de mettre en
évidence le NO et l’iNOS produits et sécrétés par les neutrophiles sanguins chez le
cheval sain et d’en déterminer la cinétique de sécrétion ex vivo.




Furchgott et Zawadzki ont démontré, en 1980 que la vasodilatation induite par
l’acétylcholine était médiée par un facteur humoral labile libéré par l’endothélium
vasculaire. Cette molécule fut nommée facteur relaxant dérivé de I’endothélium
(EDRF) (Furchgott and Zawadzki 1980). Les propriétés chimiques de ce facteur ont
permis de l’identifier comme étant de l’oxyde nitrique (NO).
Le NO est une petite molécule inorganique de 30 daltons (Da) produit par un
grand nombre de cellules et tissus (voir tableau I page 6), qui se présente sous forme
gazeuse, qui possède une brève demi-vie et capable de diffuser facilement à travers
les membranes biologiques, en raison de son caractère lipophile.
Les rôles du NO sont maintenant bien établis. Il agit dans la transduction de
signaux, servant de messager entre les cellules, permettant ainsi la stimulation de la
synthèse du second messager guanosine 3’,S’-monophosphate cyclique (GMPc) dans
la cellule cible (Moncada, Palmer et al. 1991; Nathan 1992). Sa synthèse, par
l’endothélium vasculaire, est responsable de la vasodilatation qui est essentiel pour la
régulation de la pression sanguine. De plus, il joue un rôle de neurotransmetteur dans
le système nerveux central, lui permettant d’accomplir diverses fonctions telles que
dans le processus de mémorisation. Dans le système nerveux périphérique, il agit via
un réseau de nerfs nonadrenergiques et noncholinergiques afin de moduler certaines
formes de vasodilatations neurogéniques et réguler diverses fonctions gastro
intestinales, respiratoires et uro-génitales (Moncada, Palmer et al. 1991). Le NO est
de plus impliqué dans le système immunitaire, grâce à ces propriétés cytotoxiques,
bactéricides et cytostatiques, afin de tuer ou d’inhiber la croissance d’organismes
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étrangers, ainsi que dans la modulation de la migration des leucocytes, dont les
neutrophiles (Moncada and Higgs 1993).
Tableau I Cellules et tissus produisant du NO
Neutrophile Hépatocyte Muscle lisse vasculaire
Macrophage Neurone Muscle lisse de l’utérus + oviducte
Chondrocyte Astrocyte Myocyte cardiaque
Ostéoclaste Cellule mésangliale Endothélium
Fibroblaste Mégacaryocyte Cellule des îlots pancréatiques
Kératinocyte Cellule tumorale Épithélium respiratoire
Cellule de Kupffer Épithélium rénal tubulaire
1.2 SYNTHÈsE nu NO
En 198$, des études ont démontré que l’acide aminée L-arginine était le
précurseur de la synthèse de NO produit par les cellules de l’endothélium vasculaire
(voir figure 1 page 8). En effet, des cellules endothéliales mises en culture en
absence de L-arginine pendant 24 heures, démontrent une diminution dans la
sécrétion de EDRF induite par la bradykinine (Palmer, Ashton et al. 1988 a). Ce
phénomène peut être inhibé par l’ajout de L-arginine et non de D-arginine (Palmer,
Ashton et al. 1988 a). D’autres expériences utilisant la spectrométrie de masse et le
[1 5N]L-arginine ont démontré la formation de ‘5N0 à partir du nitrogène guanidine
terminal de la L-arginine lorsque les cellules étaient stimulées avec de la bradykinine
(Palmer, Ashton et al. 1988 a). La conversion de la L-arginine en NO est spécifique,
car des substances analogues à celle-ci, tel que son énantiomère la D-arginine, ne
peuvent pas être utilisées comme substrats (Palmer, Ashton et al. 198$ a; Palmer,
Rees et al. 198$ b). De pius, des substances pharmacologiques comme la N’’
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monométhyl-L-arginine (L-NMMA) peuvent inhiber la sécrétion de NO de façon
énantiomère spécifique (Palmer, Rees et al. 1988 b).
Il a été démontré que la réaction enzymatique engendrant la production de NO
impliquait également la production de citrulline. En effet, les cellules endothéliales
peuvent former de la citrulline à partir de la L-arginine par un mécanisme dépendant
du nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) et qui peut être inhibé par
le L-NMMA (Palmer and Moncada 1989).
1.3 OxYDE NITRIQUE SYNTHASE (NOS)
1.3.1 Généralités
Chez les mammifères, l’enzyme responsable de la synthèse du NO, à partir de
la L-arginine, est appelée oxyde nitrique synthase ou NO-synthase (NOS) (Moncada,
Palmer et al. 1991). Elle est un homodirnère (3OO kDa) dont les monomères sont
deux enzymes fusionnées. La première, un cytochrome réductase et la seconde, un
cytochrome qui requiert trois co-substrats (L-arginine, NADPH et 02) ainsi que cinq
co-facteurs (la flavine-adénine dinucléotide (FAD), la flavine mononucléotide
(FMN), la calmoduline, la tétrahydrobioptérine (BH4) et la protoporhyrine IX thème))
(Nathan and Xie 1994 b). Les sous-unités ont respectivement un poids moléculaire
entre 130 et 160 kDa pour la NOS neuronale (nNOS) et entre 130 et 135 kDa pour la
NOS endothéliale (eNOS) et la NOS inductible (iNOS) (Park, Krishna et al. 2000).
Les NO-synthases possèdent des sites de reconnaissance pour le NADPH ainsi que
pour la FAD et la FMN, un groupe prosthétique hème, ainsi que des sites de
phosphoiylations. La présence du co-facteur BH4 est essentielle pour l’activité des
NO-synthases (voir figure 2 page 9) (Moncada and Higgs 1993).
g








NO + Citrulhne 02+ Arginrne
Figure 1: Représentation de la synthèse du NO par ta NOS (tirée du protocole
de Cayrnaii chernical du produit Nitrate/uitrite Coloriinetric Assay kit (LDH
lietltod) (760871))
La réaction catalytique se déroulerait en deux étapes. Tout d’abord, la L
arginine est hydroxylée par l’oxygène et le NADPH afin de permettre la formation
d’un intermédiaire, le N-w-hydroxy-L-arginine. Ensuite, ce N-o-hydroxy-L-arginine
est oxydé et conduit à la production de la L-citrulline, d’hydrogène (H), de NADP
d’H20 et du NO.
La classification des différents types de NO-synthases a été effectuée selon ta
découverte mentionnant que les enzymes du cerveau et de I’endothéliurn vasculaire
sont généralement constitutives et sont dépendantes de la présence de calcium et de
calmodulïne (d’où provient la lettre e) alors que celle présente dans les macrophages
est généralement inductible, calcium indépendante (d’où provient la lettre j) et
fortement liée à la calmoduline (Cho, Xie et al. 1992). Toutefois, il a été démontré
que la NO-synthase calcium-dépendante pouvait être induite dans les intestins de rat




Il existe trois isofomies de NO-synthases: NO-synthase neuronale (type I), la
NO-synthase endothéliale (type III) et la NO-synthase inductible (type II). Les NOS
de type constitutif (type I et III) sécrètent du NO pendant quelques minutes, lorsque la
quantité de calcium intracellulaire est assez grande pour permettre une liaison avec la
calmoduline, cette production est de l’ordre du picomole (Malinski and Taha 1992).
Le NO sécrété par ces enzymes en réponse à des stimulants sert de mécanisme de
transduction dans différents types de réponses physiologiques. Cependant, la iNOS
est exprimée par des macrophages, des cellules endothéliales et d’autres types
cellulaires activés, suite à une stimulation avec un agent pathogène ou avec un
stimulus inflammatoire (Nathan 1992). Elle génère alors de grandes quantités de NO
pendant des périodes allant jusqu’à 5 jours, cette fois, la production est de l’ordre du
nanomole (Vodovotz, Kwon et al. 1994). Le NO ainsi produit possède une activité
cytotoxique agissant contre les agents infectieux et les cellules tumorales. Toutefois,
sa production a d’autres conséquences biologiques incluant une vasodilatation et des
dommages tissulaires chez l’hôte (Heiss, Lancaster et al. 1994). L’induction de la
iNOS peut être inhibée par des glucocorticoïdes (Moncada, Palmer et al. 1991).
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1.3.1 a) Différents types de NOS
1.3.1 aI) nNO$
Le gène codant pour la nNO$ est situé sur le long bras du chromosome 12 et
l’ARNm qui en est synthétisé a une taille de l2 (kb) (Xu, Gorman et al. 1993). La
synthèse du NO par cette isoenzyme cytosolique dépend, tel que mentionné
2+auparavant, de la presence de Ca , de la presence de calmodulme et possede des sites
de liaisons pour FAD, fMN, NADPH, calmoduline, ainsi que pour les protéines
kinases A et C (PKA, PKC) (Knowles and Moncada 1994). La nNOS a été
démontrée dans plusieurs tissus tels que les nerfs périphériques, la moelle épinière et
les muscles squelettiques humains (Krukoff 199$).
1.3.1 aIl,) eNOS
Le gène codant pour la eNOS est situé dans la région péricentrique du
chromosome 7 et l’ARNm correspondant à une taille de -«4.2 à 4.4 kb (Park, Krishna
et al. 2000). La eNOS a une fonction similaire à la nNOS, partageant des sites de
liaisons pour la FMN, la FAD, la PKA et calmoduline, mais possède une
particularité; la présence d’un site de myristoylation à la partie N-terminale qui est
responsable de l’association membranaire de l’enzyme (Sessa, Barber et al. 1993).
Par conséquent, la eNOS peut être présente sous forme cytosolique et particulaire
(Knowles and Moncada 1994). La eNOS a été démontrée dans les cellules
endothéliales des artères (Lamas, Marsden et al. 1992) et des veines (Janssens,
Shimouchi et al. 1992). Le NO ainsi produit joue un rôle important dans la régulation
de la microcirculation et dans le contrôle du tonus des cellules du muscle lisse
vasculaire (Thornas, Liu et al. 2001). Puisque l’activité catalytique de la eNOS est
strictement dépendante de la concentration intracellulaire de Ca2, plusieurs agonistes
affectant le calcium peuvent interférer avec ta synthèse de NO. Ainsi, la production
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basale in vivo et in vitro de NO par les cellules endothéliales peut être augmentée par
des stimuli tel que la bradykinine, l’acétylcholine, l’ATP, 1’ADP, la substance P, la
sérotonine, la noradrénaline, le facteur activateur de plaquette (PAF) (Lirk, Hoffmann
et al. 2002).
1.3.]aIII) iNOS
Le gène de la iNOS est situé sur le chromosome 17 (Xu, Charles et al. 1994).
Contrairement aux isoformes constitutifs, la iNOS fonctionne indépendamment du
Ca2. Toutefois, la calmoduline est liée par un lien non-covalent à la iNOS et
constitue ainsi une sous-unité essentielle de cette isoforme (Cho, Xie et al. 1992).
L’activité de la iNO$ a été démontrée dans plusieurs types de cellules et tissus,
généralement en présence d’endotoxines (LPS) ou de médiateurs pro-inflammatoires
endogènes (TNf-y): macrophages, chondroc tes, cellules de Kupffer, hépatocytes,
neutrophiles, épithélium pulmonaire et vasculaire. De récentes études suggèrent que
la iNOS pourrait agir de façon constitutive dans l’épithélium pulmonaire ainsi que
dans l’intestin grêle (Kobzik, Bredt et al. 1993).
La iNOS est hautement régulée par les cytokines. L’IFN-y, l’IL-lb, l’IL-6 et
le TNF induisent l’enzyme seule ou combinée dans différents systèmes. En effet, ces
stimuli engendre l’activation de la tyrosine kinase qui à son tour entraîne l’activation
du facteur de transcription nucléaire NFKB via la phosphorylation et la dégradation
de l’inhibiteur (I)KB. Le facteur NFiB sera transioqué dans le noyau engendrant la
transcription de l’ARNm codant pour te gène de la iNOS suivi de sa traduction
(Ricciardolo, Sterk et al. 2004). D’autres cytokines telles que l’IL-4. l’IL-$, l’JL-lO,
le facteur transformant de croissance J3 (TGf-13) et le facteur de croissance dérivé des
plaquettes (PDGF) sont des inhibiteurs de l’induction (Liew, Li et al. 1991; McCall,
Palmer et al. 1992). Dans la majorité des études in vitro, seulement la combinaison
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de plusieurs cytokines a démontré avoir la capacité de produire une grande expression
du gène de la iNOS, alors qu’un seul de ces stimuli démontrait un effet modéré
(Geller, de Vera et al. 1995). Ceci suggère qu’au moins deux types de voie
signalitique transductionnelle seraient nécessaires pour sur-réguler de façon optimale
l’expression de la iNOS. L’IL-4 et l’IL-lO générées par les lymphocytes de type Th2,
qui sont des inhibiteurs de la défense de l’hôte, inhibent la production de NO par les
macrophages alors que l’TNF-y et le TNf-a produits par les lymphocytes de type
Thi, qui sont des promoteurs de la défense, induisent la synthèse de NO par les
macrophages (Liew, Li et al. 1991).
1.3.2 Espèce éguine
Très peu d’études ont évalué le rôle du NO chez le cheval. En 1993, une
étude a révélé la production de NO à partir de l’endothélium des veines digitales chez
le cheval (Bryant and Elliott 1994). Depuis, quelques études ont tenté de démontrer
la production de NO ou l’expression des NOS par différentes cellules et tissus, avec
ou sans stimulation. En effet, une expression accrue de la iNOS a été observée chez
des chondrocytes équins stimulés avec de l’IL-113 recombinante équine (Tung, Venta
et al. 2002), ou avec du LPS ou de 1’IL-1f3 recombinante humaine (frean, Bryant et
al. 1997). De plus, il a été démontré que les macrophages alvéolaires des chevaux
pouvaient exprimer de la iNOS lorsque stimulés avec du LPS (Hammond, Haimon et
al. 1999). Finalement, Costa et aï. ont démontré qu’il y avait présence de NO dans le
LBA ainsi que dans le plasma des chevaux. Cependant, la concentration de NO
n’était pas significativement différente chez les chevaux normaux et chez les chevaux
atteints d’obstruction pulmonaire associée au pâturage (Costa, Seahorn et al. 2001).
1.,
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1.4 RÔLES PHYSIOLOGIQUES ET BIOLOGIQUES
1.4.1 Endothétium vasculaire
L’utilisation d’inhibiteurs compétitifs pour la NOS entraîne la constriction des
vaisseaux sanguins ainsi qu’une augmentation de la pression sanguine. Ce
phénomène indique que l’effet vasodilatateur produit par le NO est essentiel pour la
régulation de la pression et de la circulation sanguine. Plusieurs effets du NO sont
modulés par le système de la guanylate cyclase. Il est maintenant bien établi que la
vasodilatation engendrée par le NO ou par les donneurs de NO implique l’activation
de la guanylate cyclase soluble avec une conversion subséquente de GTP en GMPc
(Katsuki, Amold et al. 1977). Dans cette cascade, le NO diffuse à partir des cellules
de l’endothélium vers les muscles lisses vasculaires adjacents et active la guanylate
cyclase soluble en se liant à la partie ferreuse du complexe hème et en déplaçant le fer
hors du plan de l’anneau de porphyrine (Ignarro, Ballot et al. 1984; Ignarro 1989).
Ce phénomène entraîne une augmentation de la concentration de GMPc menant à une
relaxation vasculaire (Waldman and F. 198$). L’hémoglobine, qui est un inhibiteur
puissant du NO se lie de façon similaire.
Pendant plusieurs années, la seule NOS connue dans les parois des vaisseaux
sanguins était l’enzyme constitutive Ca2 dépendante. Toutefois, des cellules
endothéliales porcines mises en culture et stimulées avec du LPS et de f’IfN-y
démontrent l’expression d’une NO-synthase Ca2 indépendante (Radomski, Palmer et
al. 1990). L’induction de cette NO-synthase dans l’endothéliurn vasculaire et dans la
couche vasculaire de muscle lisse était dépendante du temps, révélant qu’elle avait un




Les neutrophiles péritonéaux de rat stimulés avec du glycogène sécrètent un
facteur qui engendre une relaxation des muscles lisses vasculaires (Rimele, Sturm et
al. 198$) et augmente le niveau de GMPc dans le tissu (Lee, Faunce et al. 198$). Des
études utilisant la chimiluminescence ont déterminé que le facteur relâché par les
neutrophiles humains stimulés était bel et bien du NO (Wright, Mûlsch et aI. 1989).
La L-Canavanine, qui inhibe la formation de NO dans les macrophages, mais
pas dans les cellules endothéliales, inhibe également la production de NO par les
neutrophiles (McCall, Broughton-Smith et al. 1989). L’effet inhibiteur de la L
Canavanine et du L-NMMA requiert un temps de préincubation d’environ une heure
en raison du temps d’absorption du produit par le neutrophile.
La présence de NOS dans les neutrophiles péritonéaux de rat a été confirmée
par McCall (McCall, feelisch et al. 1991 a). Cette enzyme possède les mêmes
caractéristiques que celle retrouvée chez le macrophage, elle se situe donc dans le
cytosol, est indépendante aux ions Ca2 et est inductible (McCall, Palmer et al. 1991
b). La synthèse du NO par ces neutrophiles péritonéaux est augmentée par leurs
stimulations avec des chimioattractants tels que le N-formyl-methionyl-leucyl
phenylalanine (fMLP) et les leucotriènes B4 (McCall, Broughton-Smith et al. 1929).
Un ajout de L-arginine n’affecte pas la production basale de NO, mais augmente la
quantité de NO produit lorsque les neutrophiles sont stimulés avec du fMLP
(Moncada, Palmer et al. 1991). Ce phénomène suggère que la quantité de L-arginine
présente est suffisante pour la synthèse basale de NO, mais que ce substrat devient
limitant lors d’une stimulation. Il est à noter que la production de NO par les
neutrophiles peut être variable en fonction de l’espèce d’où proviennent ces cellules.
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Le NO serait également impliqué dans l’interaction entre les leucocytes et la
paroi des vaisseaux sanguins, engendrant l’inhibition de leur activation (Kubes,
Suzuki et al. 1991). De plus, il inhibe la prolifération des cellules des muscles lisses
et participe au contrôle homéostatique du système vasculaire (Garg and Hassid 1989).
Le rôle biologique de la production de NO par les neutrophiles reste à être
élucidé. Pour l’instant, aucune information ne laisse croire que le NO produit par les
neutrophiles pourrait avoir un effet majeur dans les pouvoirs cytotoxiques de ces
cellules (Moncada, Palmer et al. 1991).
1.4.2 b) Macrophages
Des études montrent que des lignées cellulaires de macrophages stimulées
avec du LPS et de l’IfN-y, synthétisent du nitrite et du nitrate, et que cette production
est dépendante de la présence de L-arginine (Stuehr and Marletta 1987 a). La
cytotoxicité des macrophages activés contre les cellules tumorales et les bactéries est
également dépendante de la présence de L-arginine (Hibbs, Jr. et al. 1987 b).
La NO-synthase dans les macrophages est différente de celle retrouvée dans
les cellules endothéliales, les plaquettes et le cerveau car elle n’est pas détectable
chez des macrophages qui n’ont pas été activés par un agent comme du LPS ou une
combinaison de LPS et de IFN-y (Stuehr and Marletta 1987 a) et requière la synthèse
de protéine pour son expression (Marletta, Yoon et al. 192$). La présence de nitrite
(NO2) et de nitrate (N03) est observable 8h après stimulation et se poursuit jusqu’à
épuisement du substrat ou jusqu’à la mort de la cellule (Stuehr and Marletta 1987 a).
La cascade signalitique L-arginine-monoxyde d’azote dans les macrophages
constitue un mécanisme de défense primitif contre les microorganismes
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intracellulaires ainsi que contre les pathogènes tels que les fungi et les helminthes
(Moncada, Palmer et al. 1991).
1.4.2 c) Lymphocytes
Kirk et al. ont démontré que des lymphocytes T murins clonés, lorsque
stimulés avec de l’IL-2, pouvaient produire du NO (Kirk, Regan et al. 1990). Des
lymphocytes T humains périphériques synthétisent également du NO pendant la
prolifération mitogénique et celui-ci induirait la synthèse de l’ADN lymphocytaire
(Efron, Kirk et al. 1991). Bien que peu d’études aient démontré la synthèse de NO
par les lymphocytes, il est important de mentionner que ces cellules peuvent avoir un
effet important dans la production de NO par les macrophages (Moilanen and
Vapaatalo 1995). En effet, les cytokines produites par les lymphocytes activés
peuvent induire ou supprimer la production de NO par les macrophages. Les
lymphocytes Thi synthétisent des cytokines telles que l’IFN-y, qui induisent la iNOS
alors que les Th2 produisent des cytokines qui vont inhiber le signal telles que IL-4 et
IL-10. Finalement, le NO produit par les macrophages activés peut inhiber la
sécrétion d’IL-2 et d’IFN-y produits par les lymphocytes Thl engendrant un
processus de rétroaction négatif de la réponse immunitaire (Moilanen and Vapaatalo
1995).
1.4.3 Plaquettes
Le NO inhibe l’agrégation plaquettaire via un mécanisme GMP cyclique
dépendant (Radomski, Palmer et al. 1987 a). La prostacycline et le NO agissent de
concert afin d’inhiber l’agrégation des plaquettes en augmentant leur niveau d’AMP
cyclique. Ils peuvent également désagréger les plaquettes (Radomski, Palmer et al.
1987 b), suggérant que la sécrétion de NO et de prostacycline par l’endothélium
vasculaire a un effet de cytoprotection antithrombique qui est supérieur lorsqu’ils sont
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réunis que lorsqu’ils sont produits indépendamment (Radornski, Palmer et al. 1987
b). Le NO inhibe également l’adhésion des plaquettes aux fibrilles de collagène ainsi
qu’aux cellules endothéliales, processus modulé via le GMP cyclique (Radomski,
Palmer et al. 1987 c).
Il a été démontré que les plaquettes génèrent également du NO, agissant
comme un mécanisme de rétroaction négative permettant de réguler l’agrégation
plaquettaire (Radomski, Palmer et al. 1990 a). Ainsi, l’agrégation plaquettaire in vivo
peut être régulée tant par le NO produit par les plaquettes que par le NO et la
prostacycline produits par l’endothélium vasculaire. L’action combinée de ces deux
médiateurs peut alors supprimer l’élévation de la concentration des ions Ca2
intracellulaire et engendrer ainsi une très forte inhibition de l’agrégation des
plaquettes (Radomski, Palmer et al. 1987 c). La formation de NO à partir de la L
arginine dans le cytosol des plaquettes est dépendante de la concentration des ions
Ca2, démontrant que la NOS des plaquettes, tout comme celle de L’épithélium
vasculaire, est calcium-dépendante (Radornski, Palmer et al. 1987 c).
1.4.4 Système nerveux
II a été démontré que l’oxyde nitrique joue un rôle dans le système nerveux
central. Miki et aï ont découvert que le NO stimulait la guanylate cyclase soluble
dans des homogénats de cortex cérébral de souris (Miki, Kawabe et al. 1977). En
1982, l’activateur endogène de la guanylate cyclase soluble dans le cerveau a été
identifié comme étant la L-arginine (Deguchi and Yoshioka 1982). Il a par la suite
été démontré que l’ajout de L-arginine à du cytosol synaptosomal de rat, en présence
de NADPH engendrait la formation de NO et de citrulline, accompagnée de la
stimulation de la guanylate cyclase soluble (Knowles, Palacios et al. 1989).
De nombreuses preuves semblent indiquer que le NO joue un rôle important
dans le phénomène de mémorisation. Une étude in vitro a démontré que du NO est
1$
sécrété d’une source post-synaptique puis agit de façon pré-synaptique sur un ou
plusieurs neurones, suite à la stimulation d’un récepteur spécifique. Ceci entraîne une
augmentation de la sécrétion de glutamate engendrant une potentiation à long terme,
phénomène étant lié à la formation de la mémoire (Collingridge, Kehi et al. 1983).
D’autres études chez les animaux suggèrent que le NO est impliqué dans le
phénomène de mémorisation car l’inhibition de la synthèse de NO altère le
comportement d’apprentissage (Chaprnan, Atkins et al. 1992).
De plus, le NO est également retrouvé dans le système nerveux périphérique.
Il contribue à la transmission sensorielle (Moncada 1992) et est un transmetteur ou un
modulateur des nerfs non-adrenergiques, non-cholinergiques (Rand 1992).
1.5 RÔLES DANS LES PROCESSUS IMMUNITAIRES
L’oxyde nitrique est un important médiateur des processus homéostatiques
dans les mécanismes de défense immunitaire de l’hôte. Des modifications dans sa
production ou son action contribuent à son dysfonctioimement. (Moncada and Higgs
1993).
1.5.] Non-spécifîgues
L’oxyde nitrique est un médiateur très important de la réponse inflammatoire
innée. Il est impliqué dans diverses réponses à des infections ainsi que lié à des
dommages tissulaires. La résistance aux bactéries, virus, parasites et fungi est
souvent conférée à la iNOS, elle-même induite par diverses cytokines pro
inflammatoires. Par ailleurs, d’autres maladies telles que l’influenza, la pneumonie et
les infections intestinales causées par des parasites sont exacerbées par la production
de NO engendrant des dommages tissulaires.
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1.5.1 a) Iitfections
Bien que les effets bénéfiques du NO sur le système immunitaire soient bien
établis entre les différents types d’infections (bactérienne, fongique, parasitaire), des
événements mitigés surviennent au sujet de l’action du NO lors d’infection virale.
Deux mécanismes suscitent les effets néfastes engendrés par le NO lors d’infection
virale : la formation de formes réactives de l’oxygène et la mutagénèse chimique.
Une étude utilisant un modèle animal knock-out a démontré que la iNOS est la
principale source de NO durant les infections virales (Akaike, Noguchi et al. 1996).
L’induction de la iNOS lors d’infection virale est indirectement modulée par
les cytokines (principalement l’IFN-y) et directement par les constituants des virus
(Akaike, Noguchi et al. 1996). De plus, la iNOS peut être activée par différentes
cascades indépendantes des cytokines pro-inflammatoires tel que par certains virus
comme le VIH via son composé de surface gp4l (Hori, Burd et al. 1999).
Le processus de destruction bactérienne impliquant le NO est divisé en deux
étapes: tout d’abord, l’IFN-y et le TNF-Œ activent les macrophages, ce qui promeut
l’expression de la iNOS et donc la synthèse de NO. Durant la phagocytose,
l’augmentation de l’explosion oxydative représente la seconde étape. Les infections
bactériennes mènent à l’induction de la xanthine oxydase (XO) et de la iNOS. Le
NO expose ses effets cytotoxiques et cytostatiques en combinaison avec d’autres
agents produits par le macrophage tel que l’H2O2, l’O2 et l’OW. Plusieurs
interactions entre ces formes réactives de l’oxygène surviennent lors des réactions
immunitaires contre des bactéries. Des anions superoxydes, synthétisés par la XO et
du NO peuvent réagir ensemble afin de produire du peroxynitrite. radical pouvant
engendrer des dommages à l’ADN (Maeda and Akaike 1998).
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1.5.2 L ‘asthme humain
L’asthme est caractérisé par une inflammation des voies respiratoires, de
l’activation des mastocytes et des macrophages ainsi qu’une infiltration
d’éosinophiles. De plus, les lymphocytes 1h seraient activés dans les muqueuses des
voies respiratoires avec une prolifération des 1h2 et l’expression de l’ARN des IL-4,
IL-5, IL-9 et IL-13. Barnes et Liew ont proposé une hypothèse impliquant le NO
dans l’asthme : le NO produit par les cellules épithéliales des voies respiratoires et
possiblement par les macrophages, les Thi et les mastocytes, joue un rôle important
dans l’amplification et la perpétuation de la réponse inflammatoire médiée par les
lymphocytes Th2 (Barnes and Liew 1995). Il a été mentionné plutôt, que la iNOS
pouvait être induite chez les cellules épithéliales lors de l’exposition à diverses
cytokines proinflammatoires telles que le TNF-a et IL-113 produits par les
macrophages, et par l’IfN-y, produit par les Thi. L’IFN-y a un effet inhibiteur sur
l’expression des cytokines des lymphocytes 1h2 des poumons. La grande quantité de
NO produit par l’épithélium des voies respiratoires supprime les Th1 et diminue donc
le niveau d’IfN-y, menant à la prolifération des Th2. Les lymphocytes 1h2
produisent alors diverses cytokines telles que l’IL-lO, qui inhibe les Thi, l’IL-4, qui
est responsable de la production locale d’IgE et de l’expression des VCAM-1 sur les
cellules endothéliales vasculaires bronchiques et l’IL-5, qui est importante dans le
recrutement des éosinophiles dans les voies respiratoires (Barnes and Liew 1995).
1.6 MÉTAB0USME DE L’OXYDE NITRIQUE
L’oxyde nitrique est un gaz incolore qui, en l’absence d’oxygène, se dissout
dans l’eau, ce qui le rend très stable. Dans l’air, le NO réagit rapidement avec
l’oxygène afin de former du dioxyde d’azote, gaz pouvant induire des dommages
tissulaires (Moncada and Higgs 1993). À de faible concentration, le NO est
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relativement stable même en présence d’oxygène. Cette stabilité, ajoutée à l’affinité
très élevée du NO pour l’hémoglobine (3000 fois plus élevée que pour l’oxygène)
permet l’utilisation du NO par inhalation, puisqu’il se fixera à l’hémoglobine avant
de se lier à l’oxygène (Borland and Higenbottam 1989).
Le NO est oxydé en nitrite, dans l’eau et le plasma et y est stable pour
plusieurs heures. Toutefois, le nitrite est rapidement transformé en nitrate dans le
sang (Moncada and Higgs 1993). Ainsi, la concentration basale de nitrite dans le
sang est très faible, alors que celle de nitrate est cent fois plus élevée (30 imol/l)




Les polymorphonucléaires neutrophiles (PMN) sont les cellules constituant la
première ligne de défense du système immunitaire lors de la réponse inflammatoire
engendrée par divers antigènes. Les neutrophiles sanguins possèdent un diamètre
pouvant varier entre 12 et 14 tm. Leur noyau est plurilobé. Lorsqu’ils sont matures,
il est généralement possible d’observer cinq lobes reliés par de fins filaments de
matériel nucléaire, tandis que les cellules plus jeunes possèdent un noyau moins
segmenté (Wheater, Young et al. 2001). La lobulation sera marquée ou non,
dépendamment des espèces, ce qui explique que l’indentation du noyau des
neutrophiles matures des chevaux est plus évidente que celle chez les chiens et les
chats (Bertram 1985). Le cytoplasme des neutrophiles contient divers types de
granules (voir tableau II page 24). Tout d’abord, de fines granulations pourpres
nommées granulations azurophiles qui correspondent à de grands lysosomes. Elles
sont également connues sous le nom de granulations primaires puisqu’elles sont les
premières à apparaître lors de la différenciation des neutrophiles. Elles contiennent,
entre autres, des hydrolases acides lysosomales ainsi que plusieurs agents
antimicrobiens comme la myéloperoxydase. Les granulations les plus nombreuses
dans le cytoplasme sont les granulations secondaires, plus fines que les premières et
spécifiques aux neutrophiles. Ces granulations sécrètent des substances impliquées
dans la réaction inflammatoire aigu, comme des médiateurs de l’inflammation et des
activateurs du complément. Finalement, les petites granulations tertiaires contiennent
des enzymes, telle la gélatinase, qui sont libérées dans l’espace extracellulaire
(Wheater, Young et al. 2001).
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Le cycle de vie des neutrophiles débute dans la moelle osseuse, se poursuit
dans la circulation sanguine et se termine dans les tissus. Ils ont pour origine des
cellules souches de types rnyéloïdes et ils se différencient dans la moelle osseuse sur
une période de 14 jours (Baehner 2000). Divers facteurs de croissance
hématopoïétique tels que le facteur stimulant des granulocytes (G-CSF) et le facteur
stimulant des granulocytes et des macrophages (GM-CSF) engendrent une production
leucocytaire estimée entre 108 et 1011 cellules par jour, dépendamment des
techniques de mesure utilisées (Baehner 2000). Dans la circulation, les neutrophiles
ont une demi-vie de 6 à 9 heures. Ils représentent plus de 50% des leucocytes
circulants et plus de 90% des phagocytes. Ils ont la possibilité de passer de la
circulation sanguine à l’état marginalisé et de revenir dans la circulation. Les
neutrophiles marginalisés sont emmagasinés dans les capillaires de certains tissus,
particulièrement dans les poumons (Boggs 1967). Ce grand bassin de cellules
marginalisées permet leur mobilisation rapide dans les tissus périphériques lors d’une
infection.
Pendant de nombreuses années, on considérait que le rôle principal des
neutrophiles dans la réponse inflammatoire et immunitaire se résumait à la
phagocytose et à la destruction des bactéries via la production de formes réactives de
l’oxygène et de la sécrétion d’enzymes lytiques emmagasinées dans les granules.
Depuis 1992, les travaux de recherche ont permis de démontrer que les neutrophiles
avaient la capacité d’exprimer, de façon constitutive ou suivant une stimulation
appropriée, de l’ARNm pour une grande variété de protéines, telles que des
cytokines, impliquées dans leur fonction effectrice (Lloyd and Oppenheim 1992).
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Tableau II: Principaux constituants des granules des neutrophiles
Granules azurophules Granules spécifiques Granules gélatïnases
(primaires) (secondaires) (tertiaires)
Myéloperoxidase Collagénase Gélatinase
Hydrolases acides Gélatinase Lysozyme
Protéine bactéricide Lactoferrine
inductrice de perméabilité Lysosyme
Défensines Protéine de ligation pour la
Élastase vitamine 3-12
Lysozymes Phosphatase alcaline
2.2 RÔLE DANS LA RÉACTION IMMUNITAIRE
L’inflammation neutrophilique est une forme de réponse inflammatoire
caractérisée par l’infiltration de neutrophiles dans les tissus infectés ou inflammés.
Elle peut être représentée lors d’une infection tissulaire engendrée par une bactérie
extracellulaire (Babior 1984). Toutefois, plusieurs maladies non infectieuses sont
caractérisées par un recrutement extra vasculaire de neutrophiles (Malech and Gallin
1987). Ces maladies incluent les maladies obstructives pulmonaires chroniques,
l’asthme, le syndrome de détresse respiratoire, les glomérulo-néphridites, la phase
aigu de l’arthrite rhumatoïde, les colites ulcéreuses, certaines dermatoses telles que
le psoriasis et les vasculites. Les neutrophiles joueraient probablement un rôle crucial
dans le développement de dommage tissulaire pouvant entraîner une destruction
irréversible de l’architecture normale des tissus et ainsi qu’un dysfonctionnement de
l’organe dans ces maladies (Weiss 1989).
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2.2.1 Adhésion leucocytaire
La capacité d’adhérer, soit à d’autres cellules ou à la matrice extracellulaire,
est une propriété fondamentale requise pour le bon fonctionnement des cellules. La
migration cellulaire, tant lors du développement embryonnaire que dans diverses
situations dans l’organisme mature, requiert l’adhérence (Brown and Lindberg 1996).
L’immuno-surveillance n’est possible que si les leucocytes sont capables de se
déplacer à travers le corps, reconnaissant les endroits où il y a perturbation, pour
ensuite s’y accumuler rapidement. De plus, ces cellules doivent quitter le site ou être
éliminées lors de la résolution de l’infection (Brown and Lindbcrg 1996).
Lorsque les barrières physiques telles que la peau et les muqueuses sont
transgressées par un élément pathogène, la réponse immunitaire de l’hôte requiert la
mobilisation de leucocytes tissulaires (macrophages et mastocytes) ainsi que le
recrutement de leucocytes sanguins. Les polyrnorphonucléaires neutrophiles sont les
premières cellules à migrer dans le tissu, suivies par les phagocytes mononucléés et
par les lymphocytes, quelques heures plus tard.
2.2.1 a) Molécules d’adhésion
Le processus de migration vers un foyer d’infection ou d’inflammation
requiert divers événements. Tout d’abord, les leucocytes circulants dans le sang
doivent reconnaître un dommage tissulaire. Ensuite, ils interagissent avec
l’endothélium de ce site, puis ils migrent à travers la barrière endothéliale;
phénomène nommé migration transendothéliale. Finalement, les leucocytes doivent
avoir la capacité de se déplacer à travers la matrice extracellulaire, sous
l’endothélium, afin de joindre le foyer d’infection extra-vasculaire. Afin d’initier
cette série d’événements, les leucocytes et les cellules endothéliales synthétisent un
grand nombre de molécules, classées en trois groupes : les intégrines, les sélectines
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et les membres de la super famille des immunoglobulines. Ces molécules de la
membrane plasmique se reconnaissent l’une l’autre. Quelques unes sont exprimées
de façon constitutive sur la membrane plasmique des leucocytes et d’autres sont
synthétisées ou exprimées par l’endothélium, seulement aux sites d’inflammation.
2.2.1 aI) Intégrines
Les intégrines sont une famille de glycoprotéines transmembranaires
hétérodirnériques exprimées par les Leucocytes et impliquées dans la régulation de
l’adhésion entre deux cellules ou entre une cellule et l’endothélium (Hynes 1987).
Les deux chaînes des intégrines connues sous les noms a et 3 sont le produit de deux
gènes distincts. Vingt-deux différentes intégrines sont exprimées suite à la
combinaison d’un des 14 gènes x avec l’un des huit gènes F3 (Hynes 1992). Les P2-
intégrines présentes sur les leucocytes regroupent trois différentes intégrines soit
CD11a, CD1lb et CDÏ1c. Celles-ci se lient à une sous-unité Œ commune, CD1$.
2.2.1 a II) Sélectines
Les sélectines sont une famille de glycoprotéines possédant un domaine distal
semblable à une lectine (lectines transmembranaires de type 1) ce qui permet à ces
molécules de se lier à des groupes glucidiques spécifiques. Elles sont exprimées sur
les leucocytes ou sur l’endothéliurn (Tedder, Steeber et al. 1995). La famille des
sélectines est composée de trois membres, le premier étant la L-sélectine (CD62 L),
exprimée sur les leucocytes, le second, la P-sélectine (CD62P) et le troisième, la E
sélectine (CD62E), ces deux dernières étant exprimés sur l’endothéliurn. La L
sélectine est exprimée de façon constitutive dans la grande majorité des leucocytes
alors que la E-sélectine est seulement synthétisée par l’endothélium en réponse à
diverses cytokines, la plus efficace étant I’IFN-y (Bevilacqua, Stenglelin et al. 1989).
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La P-sélectine, quant à elle, est synthétisée constitutivernent par plusieurs cellules
endothéliales et par les plaquettes, mais elle n’est pas exprimée à la surface de la
membrane plasmique. Elle est conservée dans les corps de Weibel-Palade (granules
de stockage de la cellule endothéliale), qui sont rapidement mobilisés à la membrane
plasmique (5 à 1 5 minutes), suite à un stimulus inflammatoire physiologique tel que
l’histamine, la thrombine et le facteur C5a. Ce phénomène permet aux P-sélectines
d’être synthétisées puis exprimées à la surface des cellules endothéliales dans un délai
de 2 heures (McEver, Beckstead et al. 1989). Les P et E-sélectines interagissent avec
le sulfate_siaÏyt_Lewisx (s-Lej qui est présent à la surface des neutrophiles.
2.2.1 a III,) Membres de la famille des imnncnoglobulines (1g)
Les membres de la famille des 1g sont impliqués dans l’adhésion cellulaire
chez diverses cellules. Sur les cellules endothéliales, plusieurs d’entre elles sont
reconnues par les intégrines des leucocytes. La molécule d’adhésion intercellulaire 1
(ICAM-1, CD54) et ICAM-2 (CD1O2) sont toutes deux reconnues par LFA-1 (u[:2),
et Maci (Œ32) se lie également à ICAM-1 (Springer 1990). La molécule
d’adhésion vasculaire-1 (VCAM-1, CD 106) est un ligand pour a. :J3 sur les
monocytes et les lymphocytes.
Deux membres de la famille des 1g ont été démontrés dans le processus de
migration trans-endothéliale, ce sont la molécule d’adhésion des plaquettes (PECAM,
CD31) et la protéine associée à l’intégrine (IAP, CD47). PECAIVI est exprimée à la
jonction entre les cellules de l’endothé]ium ainsi que sur les leucocytes, et peut
moduler l’adhésion entre les celltiles. L’IAP est présente sur les fibroblastes, les
plaquettes, les érythrocytes, les neurones, ainsi que sur les leucocytes et
l’endothélium (Reinhold, Lindberg et al. 1995).
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2.2.1 b) Modèle de migration trans-endotitétiale
Le recrutement de neutrophiles à l’extérieur des vaisseaux sanguins vers le
site inflammatoire est un processus se déroulant en plusieurs étapes impliquant
diverses interactions entre les leucocytes se déplaçant rapidement dans la circulation
sanguine et les cellules de l’épithélium vasculaire. Il requiert l’intervention d’un
grand nombre de molécules d’adhésion cellulaires, tant sur les neutrophiles que sur
les cellules endothéliales, ainsi que la sécrétion de différents médiateurs
proinflammatoires tels que des amines vasoactives, des cytokines et des
chimiotaxines (voir figure 3 page 29 et tableau III page 30).
La première étape de la réponse inflammatoire est probablement la production
locale de signaux chimiques menant à l’activation de l’endothélium vasculaire. Ce
phénomène se décrit par la transformation de la paroi endothéliale normale en une
surface adhérente permettant l’ancrage des neutrophiles circulants (Cronstein and
Weissmann 1993). La sécrétion locale d’histamine par les mastocytes périvasculaires
est un des signaux inflammatoires initiaux (Cronstein and Weissmann 1993). En
effet, elle permet une translocation rapide des P-sélectines contenues dans les corps
de Weibel-Palade vers la surface des cellules endothéliales (Bevilacqua and Nelson
1993). De plus, les cellules endothéliales synthétisent et expriment les E-sélectines
en présence de TNF et d’IL-1. Les E-sélectine et P-sélectine, ainsi que L-sélectinc
sont présentes de façon constitutive sur les neutrophiles circulants et interagissent
avec les oligosaccharides présents sur les membranes des neutrophiles et des cellules
endothéliales (Bevilacqua and Nelson 1993).
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2.2.1 b I,) Marginalisation
La transmigration des neutrophiles s’effectue majoritairement dans les
veinules post-capillaires, dans la circulation systémique et dans les capillaires de la
circulation pulmonaire (Downey, Worthen et al. 1993). Leur passage dans le
compartiment extra-vasculaire est modulé par une combinaison de processus
mécaniques, chimiques et moléculaires, ordonnés de façon précise dans le temps. La
première étape est la marginalisation, engendrant le déplacement des neutrophiles du
centre des vaisseaux sanguins vers leur périphérie. Les érythrocytes quant à eux, se
déplacent plus rapidement, spécialement au centre des vaisseaux, et poussent les
neutrophiles vers la périphérie (Schmid-Schonbein, Usami et al. 1980). L’importance
des érythrocytes dans la marginalisation des neutrophiles a été démontrée dans un
modèle de perfusion mésentérique chez le rat. Effectivement, dans cette étude,
aucune marginalisation des leucocytes n’a été démontrée en l’absence d’érythrocytes





Figure 3: Représentation de la migration trans-endothéliale des neutrophiles
Tableau III: Molécules d’adhésion dans le processus de migration trans-endothéliale
31
2.2.1 b II) Roulement
La première interaction entre les neutrophiles et l’endothélium à un site
d’infection est une liaison de faible affinité permettant de réduire leur vitesse et ainsi,
leur débit normal dans le sang. Ce phénomène est généralement produit par
l’interaction entre diverses sélectines et dans certains cas par l’a4-mtegrine, ce qui
permet aux neutrophiles de rouler le long de la paroi des vaisseaux sanguins. Les
sélectines endothéliales se lient au s-Le< exprimé par les neutrophiles. Le ligand
prédominant pour la P-sélectine est le F-seÏectin glycoprotein ligand-] (PSGL- 1)
(Yang, Hirata et al. 1999). Les ligands pour la L-sélectine sont des déterminants
glucidiques sialylés qui sont liés aux molécules de type mticine-Ïike sur les cellules
endothéliales activées (Springer 1994). Les interactions entre les sélectines et leurs
ligands sont caractérisées par une capacité élevée à créer des liens entre eux ainsi
qu’à se désunir permettant ainsi le roulement des neutrophiles. Les signaux perçus
tels que l’IL-8 (chimioattractant), le PAF, la protéine chimiotactique des monocytes I
(MCP-l), le LPS ou diverses perturbations de l’homéostasie, lorsque les leucocytes
roulent, provoquent leur activation et permettent d’enclencher le processus
d’adhésion ferme. Ces molécules chimiotactiques, présentées à la surface des cellules
endothéliales, interagissent avec une protéine G spécifique couplée à un récepteur
exprimé par les neutrophiles. Elles peuvent également guider les neutrophiles vers
les sites inflammatoires (foxman, Campbell et al. 1997). Une déficience dans les
sélectines ou leurs ligands affectant le processus de roulement peut gravement
entraver la migration des cellules leucocytaires vers les tissus (Tedder, Steeber et al.
1995) tel que dans la déficience d’adhésion leucocytaire type 2 (LAD II).
2.2.1 b III) Adhésion
Lors de la seconde étape du processus de migration, les récepteurs à sept
domaines transmembranaires engendrent l’activation des intégrines, c’est-à-dire,
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qu’ils génèrent un état de haute affinité des molécules d’adhésion, entraînant
l’adhésion ferme des leucocytes à l’endothélium. Ce phénomène est modulé par les
132 et Œ4-intégrines présentes sur les neutrophiles. Les CD 11 a-CD 1$ (LFA- 1) et
CD1 lb-CDY8 (Mac-l) interagissent avec les molécules d’adhésion ICAM-l, alors
que l’ICAM-2 ne se lie qu’avec CD lia (Zimmerman, Prescott et al. 1993). Ceci
explique que les patients souffrant de LAD de type 1 ont des neutrophiles qui peuvent
rouler mais qui sont incapables de coller puis migrer à travers la membrane puisqu’ils
possèdent un CDY$ négatif Deux facteurs majeurs contribuent au processus
d’adhésion le premier est l’expression de l’ICAM-l sur la surface des cellules
endothéliales. Le second facteur est l’exposition et l’activation des molécules
CD1 ib-CD18, qui sont normalement emmagasinées dans les granules
myélopéroxydases négatifs des neutrophiles au repos. Cette activation est en fait
l’induction de changements de la conformation des molécules d’adhésion afin
d’augmenter leur affinité (Pardi 1994). On pense que ce phénomène suit l’activation
des neutrophiles par des signaux générés à travers les L-sélectines lors du roulement
et/ou par le facteur activateur de plaquette (PAF) et l’IL-8, synthétisés et exposés à la
surface de l’endothélium activé (Zimmerman, Prescott et al. 1993). Lors de cette
activation, les neutrophiles passent de cellules en roulement présentatrices de L
sélectines à des cellules présentatrices de CD 11 b-CD 1$ et adhèrent fermement à
l’ICAM-l des cellules endothéliales. Cette adhésion peut être inhibée par la
production de NO engendrée par les cellules endothéliales en réponse à des cytokines
et/ou à du LP$ (Kubes, Suzuki et al. 1991; Nathan 1992).
2.2.1 b IV) Diapédèse
L’étape suivante est la migration des leucocytes à travers les jonctions
intercellulaires de l’endothélium (Bums, Walker et al. 1997). Les chimiotaxines
associées à l’endothélium, PAF et IL-8, contribuent à la diapédèse en guidant les
neutrophiles à travers la couche cellulaire de l’endothélium (Baggiolini, Walz et al.
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1929). La migration transendothéliale des neutrophiles est un mécanisme très
complexe qui requiert une modulation de l’adhérence des neutrophiles aux cellules
endothéliales ainsi que des modifications dans l’arrangement du cytosquelette des
neutrophiles en mouvement. La migration des neutrophiles à travers les tissus
subendothéliaux impliquerait la digestion de la membrane basale des vaisseaux et des
composants de la matrice extra-cellulaire par des sérines protéinases telles que la
cathepsine G, l’élastase et la protéinase 3, exprimées sur la surface des cellules en
migration (Owen, Campbell et al. 1995 a; Owen, Campbell et al. 1995 b). En raison
de leur localisation sur la membrane cellulaire, ces enzymes échappent à
l’inactivation par des inhibiteurs de protéase et miment des activateurs de
plasminogène de type urokinase et des plasmines, exprimées sur les fibroblastes et
sur les macrophages afin de favoriser la migration à travers les caillots de fibrine et
les tissus (Pollanen, Saksela et al. 1987).
La molécule d’adhésion plaquette-cellules endothéliales (PECAM-l, CD31)
est également présente dans le processus de diapédèse. Elle est exprimée
constitutivement et est présente sur le pourtour des cellules endothéliales ainsi que sur
les neutrophiles, certains lymphocytes T, les monocytes et les plaquettes. L’ajout
d’anticorps monoclonaux afin de bloquer l’action de PECAM-1 engendre une
augmentation de l’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales inhibant ainsi
la diapédèse (Muller, Weigl et al. 1993; Berman and Muller 1995).
2.2.] b V) Migration
Il est finalement bien établi que la migration est dirigée par des gradients de
chimiotaxines et de chimiokines produites localement (Baggiolini, Walz et al. 1989).
Ceci comprend le fragment C5a du complément, généré lors de l’activation du
complément par des peptides tel que fMLP engendré par des bactéries ainsi que deux
lipides bio-actifs; PAF, produit par les cellules endothéliales et les macrophages et les
leucotriènes B4 (LTB4), produits par les macrophages. De plus, une série de
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chimiokines de la famille du super gène CXC sont importantes pour la migration des
neutrophiles à travers l’espace extravasculaire en raison de leur résistance à
l’inactivation d’oxydants ou d’enzymes hydrolytiques (Baggiolini, Walz et al. 1989).
L’IL-$, par exemple, qui est produit par les macrophages, les cellules endothéliales,
épithéliales et les neutrophiles sur les lieux de l’infection, se lie aux protéoglycans de
la matrice extracellulaire. Elle forme ainsi un gradient de concentration que peuvent
suivre les neutrophiles afin de se rendre au foyer d’infection (Janeway, Travers et al.
2001).
2.2.2 Activation leïtcocytaire au site d’inflammation
Un autre rôle joué par les récepteurs des intégrines des neutrophiles est de
signaler une modification dans le phénotype de ces cellules (activation leucocytaire).
Lorsque les cellules phagocytaires circulent dans le sang et la lymphe, elles sont
quiescentes. Leurs activités métaboliques et de synthèse sont faibles et elles ont de
minces capacités à adhérer et à phagocyter. Toutefois, le phénotype des cellules sur
un site d’inflammation est très différent. Leurs activités métaboliques et de synthèse
sont actives, elles sont très adhérentes et destructrices, tant pour les agents pathogènes
que pour les tissus de l’hôte, par la production d’enzymes protéolytiques et de formes
réactives de l’oxygène. Plusieurs médiateurs inflammatoires peuvent signaler cette
modification phénotypique, mais ce sont les protéines de la matrice extracellulaire qui
sont le plus efficace. En plus d’être activés, les neutrophiles peuvent être amorcés
afin d’engendrer une réponse plus forte ou exagérée à un stimulus activateur. Ce
phénomène est défini par l’amplification de l’activité oxydative des neutrophiles en
réponse à un stimulus activateur suivant l’exposition à un agent d’amorçage (Botha,
Moore et al. 1995). Divers médiateurs peuvent entraîner la suractivation tels que
l’ATP, PAF, IL-8, IL-6. LPS et LTB4 (Seely, Pascual et al. 2003).
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2.2.3 Activité anti-microbienne
Le neutrophile est le principal phagocyte présent aux sites inflammatoires, il a
pour fonction de détruire et d’ingérer les agents pathogènes dans la circulation
sanguine et dans les tissus lui conférant ainsi un rôle important dans l’immunité non-
spécifique. Toutefois, les capacités destructrices du leucocyte peuvent entraîner des
dommages chez l’hôte, phénomène perçu dans plusieurs maladies telles que l’arthrite
rhumatoïde, le syndrome de détresse respiratoire et les colites ulcéreuses (Weiss
1989).
Les toxines produites par les neutrophiles sont divisées en deux groupes en
fonction de leur localisation à l’intérieur de la cellule soit dans les granules
intracellulaires ou dans la membrane plasmique (Weiss 1989). Il existe au moins
trois classes de granules intracellulaires contenant des peptides anti-microbiens, des
protéines et des enzymes telles que de l’élastase, des protéinases et des
myéloperoxidases (Borregaard, Lollike et aÏ. 1993). De plus, le NADPH oxydase est
activé dans la membrane et convertit l’oxygène en anion superoxyde (02), processus
portant le nom d’activation oxydative. La majorité de l’02 est dismuté en peroxyde
d’hydrogène (11202). L’acide hypochiorique est formé lorsque la myéloperoxydase
oxyde le chlore en présence de 11202. En plus de l’effet toxique direct de l’02, des
enzymes protéolytiques et de l’acide hypochlorique, les dommages tissulaires
peuvent également survenir lors de la combinaison de l’H202 avec le fer réducteur à
l’intérieur des cellules endothéliales, formant le radical hydroxyl (Varani and Ward
1994). Les réactifs azotés incluant le NO, agissent indépendamment et en synergie
avec les formes réactives de l’oxygène pour créer des agents cytotoxiques secondaires
(Smith 1994).
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2.2.4 Rôle du neutrophile dans le souffle
Le souffle est une maladie pulmonaire chronique fréquemment observée chez
le cheval gardé en stabulation (Beech 1991; Derksen 1991). Cette maladie est
caractérisée par une obstruction et une hyper-réactivité bronchique, une surproduction
de mucus et une inflammation des voies respiratoires profondes (Robinson,
Olszewski et al. 2000; Robinson 2001) associée à une neutrophilie pulmonaire
(Derksen 1993). Il existe une grande variabilité individuelle quant à l’importance de
cette neutrophilie. On connaît encore malle rôle exact du neutrophile dans la maladie
et les différents stimuli aboutissant à la neutrophilie pulmonaire chez les chevaux
atteints du souffle ne sont pas encore clairement définis. L’exposition des chevaux
atteints du souffle au foin et à la paille aboutit à l’activation des neutrophiles
circulants, par un ou plusieurs facteurs, traduite par l’augmentation du nombre
d’intégrines de surface ou de leur affinité pour son récepteur. La nature de ces
facteurs et leur origine restent à définir (Marr, Lees et al. 2002). Des études récentes
rapportent que certaines cytokines pro-inflammatoires pourraient jouer un rôle
significatif dans la neutrophilie pulmonaire. Il a été démontré que les cellules
inflammatoires présentes dans les poumons des chevaux atteints de souffle ont un
profil cytokinique de type Th2, avec une augmentation de l’expression de l’IL-4,
l’IL-5 et une diminution de l’expression de l’IFN-gamma (Lavoie, Maglmi et al.
2001). Comme mentionné précédemment, le NO peut jouer un rôle dans l’activation,
l’adhésion et la modulation du neutrophile sanguin. Chez le cheval, le rôle du NO n’a
pas été exploré.
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2.2.5 NO et recrutement leucocytaire
2.2.5 a) NO produit constitutivement et recrutement leucocytaire
La production incessante de faible quantité de NO par la eNOS des cellules
endothéliales est essentielle pour la régulation du tonus vasculaire et la perfusion des
tissus tel que mentionné plus haut (Ignarro, Byrns et al. 1987). L’inhibition de cette
enzyme par la L-NAME a été utilisée afin de déterminer le rôle du NO produit
constitutivement dans la régulation des interactions entre les cellules de
l’endothélium et les leucocytes (Kubes, Suzuki et al. 1991). Il a été démontré que
l’inhibition de la production du NO engendrait une grande augmentation dans le
nombre des neutrophiles adhérents, au niveau de la circulation sanguine mésentérique
chez le chat. Une autre étude a démontré chez le rat que la L-NAME augmentait le
roulement des neutrophiles (Davenpeck, Gauthier et al. 1994). Ces observations
dénotent que le NO, produit de façon constitutive par les cellules endothéliales, a un
effet anti-inflammatoire, car il permet d’inhiber ou de limiter l’adhésion et le
roulement des neutrophiles sur l’endothélium. Des recherches subséquentes,
effectuées sur différents types de tissus tel que le foie, les poumons, le coeur et les
muscles squelettiques, indiquent que ce phénomène est commun dans la
microcirculation sanguine (Hickey 2001). L’inhibition de la production de NO, lors
d’exposition à du LPS ou à du J-1202 exacerbe le recrutement leucocytaire, démontrant
qu’il agit comme régulateur dans le recrutement lors de certains types de réponses
inflammatoires (Johnston, Kanwar et al. 1996).
2.2.5 b) Efftt du NO sur l’adi,ésion leucocytaire
Plusieurs études ont examiné les effets du NO produit par la iNOS à l’aide de
systèmes d’adhésions in vitro. Cartwright et aï. ont créé une lignée cellulaire de
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macrophages murins qui exprimaient les oligonucléotides sens ou antisens pour la
iNOS murine (Cartwright, Johnstone et al. 1997). Suivant une stimulation avec du
LPS, les cellules exprimant la iNOS antisens produisaient significativement moins de
protéine iNOS et de NO que les cellules ayant les oligonucléotides sens (Cartwright,
Johnstone et al. 1997). De plus, les cellules possédant la iNOS antisens pouvaient
adhérer à I’endothélium beaucoup plus facilement que les autres. Ces observations
suggèrent que le NO produit par la iNOS peut réguler l’adhésion de lignées
cellulaires de macrophages à l’endothélium (Cartwright, Jolrnstone et al. 1997).
La production de NO peut moduler le débit sanguin grâce à ses effets
vasodilatateurs. La vasodilatation ainsi créée augmente la vélocité des érythrocytes,
diminuant la quantité des neutrophiles adhérant à l’endothélium. Ceux pouvant y
adhérer ont de plus une plus grande vitesse de roulement (Roman, LeGallo et al.
2004). En effet, dans les veinules et les artérioles à grand débit sanguin, les
neutrophiles se déplacent majoritairement au centre des vaisseaux, alors que dans
ceux au courant plus faible, ils se déplacent en périphérie, facilitant le roulement.
Ainsi, la séquestration dans les capillaires est réduite lorsque le débit est élevé
(Kuhnle, Kuebler et al. 1995). Ce phénomène est important car le mécanisme
principal de la rétention des neutrophiles est l’entrave mécanique des cellules lors de
leur passage dans les capillaires (Kulrnle, Kuebler et al. 1995).
2.2.5 b I) Modulation de Ï ‘expression des molécules d ‘adhésion
Il a été démontré que les donneurs de NO inhibaient l’expression des
molécules d’adhésions (ICAM-l, VCAM-l, E-sélectine) et de cytokines pro-
inflammatoires (IL-6, IL-8) induites par du LPS ou des cytokines chez des cellules
endothéliales humaines de vaisseaux sanguins (De Caterina, Libby et al. 1995). Ces
effets sont en partie le résultat de l’inhibition de l’activation du facteur de
transcription du facteur nucléaire KB (Nf-,d3). Il est très important dans la réponse
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inflammatoire et est impliqué dans l’expression des molécules d’adhésion sur les
cellules endothéliales et de cytokines pro-inflammatoires (Baeuerle and Henkel
1994). Le NO inhibe l’activation du Nf-KB en induisant l’expression et la
stabilisation de 1id3-a, une protéine régulatrice qui inhibe la transiocation de Nf-icB
au noyau (Peng, Libby et al. 1995). Il a également été démontré que des inhibiteurs
de NOS (tant iNOS que eNOS) augmentent le roulement et l’adhésion des
neutrophiles (Dal Secco, Paron et al. 2004). De plus, les inhibiteurs des NOS
augmentent l’expression des molécules d’adhésion CDllb/CD18, L, P, E-sélectines,
ICAM-1 et VCAM-1 (Dal Secco, Paron et al. 2004).
2.2.6 Cvtokines
Les polymorphonucléaires neutrophiles sont les premières cellules à migrer
dans les tissus en présence d’un agent pathogène (Cassatella 1995). Bien que leurs
fonctions premières dans la réponse inflammatoire ont longtemps été pensées comme
étant la phagocytose ainsi que la relâche de formes réactives de l’oxygène et
d’enzymes lytiques afin de détruire des bactéries, il a été démontré qu’ils avaient la
capacité de produire des protéines (Lloyd and Oppenheim 1992). De plus, malgré le
fait que chaque monocyte produit des quantités substantiellement plus grandes de
cytokines qu’un neutrophile, il faut considérer qu’ils constituent la grande majorité
des cellules qui s’infiltrent dans les tissus endommagés et peuvent donc représenter
une source importante de production de cytokines dans ces tissus (Cassatella 1995).
Depuis la fin des années 1980, plusieurs études ont démontré la production
d’un grand nombre de cytokines par les neutrophiles. Chez le cheval, l’expression de
l’ARNm de diverses cytokines, comme le TNf-Œ, l’IL-1, l’IL-6, l’IL-$ et MIP-2, a
été démontré (Joubert, Silversides et al. 2001).
La production in vitro des chimiokines, (et de certaines autres cytokines) par
les neutrophiles humains suite à une stimulation avec du LPS semble être modulée
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par un réseau de cytokines qui implique l’IL-lO et l’IfN-y (Cassatella 1995). Le fait
que la relâche de cytokines induite par d’autres agonistes des neutrophiles tels que le
TNF-cL, le fMLP, l’Y-IgG soit également modulée par l’IL-lO et l’IFN-y, augmente
les possibilités que les lymphocytes de type Thi et Th2 puissent influencer la
production des cytokines par les neutrophiles. En effet, I’IL-lO, une cytokine anti-
inflammatoire synthétisée par les monocytes, les lymphocytes B et Th, inhibe l’effet
des monocytes/macrophages et contribue à la prolifération et à la différenciation des
lymphocytes (Moore, OGarra et al. 1993). En effet, elle inhibe la relâche
extracellulaire du TNf-Œ, de l’IL-l a/3, l’IL-$, du GROŒ, de l’IP-lO, du MIP-la/j3
et de l’IL-12, induite par le LPS, mais augmente IL-ira. De plus, l’IFN-y, produit par
les lymphocytes T et les cellules tueuses naturelles (NK) engendre les effets opposés
à ceux créés par l’TL-lO sauf pour l’IL-lra (Cassatella, Gasperini et al. 1997). Pour
ces raisons, les neutrophiles ne devraient pas être considérés seulement pour leur rôle
dans la réponse inflammatoire mais aussi comme des cellules pouvant influencer la
direction et l’évolution du processus immunitaire, via leur sécrétion de cytokines
(Cassatella 1995).
2.3 NEuTR0PifiLEs PULMONAIRES
Tel que mentionné précédemment, la microcirculation pulmonaire est un site
majeur de la séquestration des neutrophiles. L’inflammation pulmonaire engendre
l’activation et le recrutement de ces neutrophiles. Ceux-ci produisent des enzymes
cytotoxiques et des formes réactives de l’oxygène pouvant causer des dommages aux
poumons et des modifications dans le débit du sang et dans les échanges gazeux au
niveau de la microcirculation pulmonaire (Fukatsu, Saito et al. 1997). Il a été
démontré que l’inhibition du NO endogène a un effet direct sur l’augmentation de la
séquestration des neutrophiles dans la circulation pulmonaire (Roman, LeGallo et al.
2004), ce qui suggère que ce NO pourrait jouer un rôle critique dans le contrôle des
interactions entre les neutrophiles et les cellules endothéliales dans le poumon.
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3. HYPOTHÈSES ET OBJECTIFS DE L ‘ÉTUDE
3.1 HYPOTHÈSES
1. Le NO est sécrété par les neutrophiles sanguins équins
2. La sécrétion du NO par les neutrophiles sanguins augmente avec le temps
d’incubation suite à une stimulation avec de 1’IFN-y et du LPS
3. La iNOS est sécrétée par les neutrophiles sanguins
4. L’expression de la iNOS des neutrophiles sanguins est directement
proportionnelle à la sécrétion de NO
3.2 OBJEcTIFs DE L’ÉTUDE
1. Identifier la présence d’oxyde nitrique sécrété par les neutrophiles sanguins
équins in vitro
2. Établir une cinétique de la sécrétion d’oxyde nitrique par les neutrophiles
sanguins équins
3. Identifier l’expression de 1’ARNm de la iNOS des neutrophiles sanguins par
une technique de PCR





Pour cette étude, quatre juments de race $tandardbred âgées de 5,75 ans +
2,87 furent utilisées. Tous ces chevaux, maintenus en stabulation sur une litière de
paille et nourris avec du foin et de la moulée ont été soumis à un programme de
vaccination et de vermifugation complet quelques semaines avant les
expérimentations. Ces juments ne présentaient aucun signe ou symptôme de
quelconque maladie. Un examen hématologique réalisé sur chacune des juments
s’est révélé normal.
L’utilisation des animaux pour cette étude était conforme aux politiques et aux
normes de l’Université de Montréal et en accord avec les principes et
recommandations du conseil canadien de protection des animaux (CCPA). Le projet
fut approuvé par le Comité de déontologie animale de ta faculté de Médecine
vétérinaire.
5. PRoTocoLEs
5.1 ISOLEMENT DES NEUTROPHILES
5.].] Type de gradient de densité utilisé
Les milieux iodés, utilisés lors de nos manipulations, sont des dérivés de
l’acide métrizoïque. Ils ont été développés comme milieu de contraste
radiographique, mais leurs propriétés permettant la préparation de solutions denses à
des concentrations relativement faibles ont rapidement été reconnues pour créer des
milieux de gradients de densité. Les milieux non ioniques dérivés de l’acide
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métrizoïque sont denses, inertes, non toxiques, possèdent de faibles osmolalité et
viscosité et peuvent former des gradients stables (ford and Graham 1991).
Nous avons utilisé pour l’isolement des neutrophiles la technique du
Lympholyte®-Poly (CL5070 Cedarlane’). Le Lympholyte®-Poly est une solution de
métrizoate de sodium et de Dextran 500 qui est utilisée pour l’isolement des
granulocytes du sang entier humain. Sa densité est de 1.113 ± 0.001 g/ml et son
osmolalité de 460 ± 15 mOsm. L’osmolalité élevée du Lympholyte®-Poly engendre
la perte d’eau et donc le rétrécissement des érythrocytes, ce qui augmente leur
densité. Ceci permet au Dextran d’agréger les érythrocytes et permet une
sédimentation rapide de ceux-ci à travers le milieu dense (p = 1,1 13 g/rnl). Le
gradient osmotique entre le milieu et les érythrocytes diminue au fur et à mesure que
ces cellules sédimentent (la perte d’eau des érythrocytes est plus grande sur le dessus
de Lympholyte®-Poly et diminue progressivement). Les neutrophiles forment tine
bande à l’intérieur du gradient de densité alors que les cellules rnononucléées restent
à l’interface échantillonlgradient de densité (protocole du Lyrnpholyte®-Poly
(Cedarlane t)
5.1.2 Prélèvement des échantillons sanguins
Le sang qui est utilisé pour réaliser l’isolement des neutrophiles est prélevé
dans des tubes EDTA de 7 ml par une ponction de la veine jugulaire gauche à l’aide
d’une aiguille 20 G 1/2 de type Vacutainer.
5.1.3 Isolement des neutrophiles
Cinq ml de sang entier frais doivent être déposés délicatement sur 5 ml de
Lympholyte-poly® dans un tube de centrifugation stérile de 15 ml (Fisher3). Les
tubes doivent par la suite être centrifugés pendant 35 min à 1 580 rpm à 20°C dans
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une centrifugeuse à support mobile (Beckman4). Après la centrifugation, il est
possible d’observer différentes couches dans les tubes. La bande de neutrophiles qui
doit être récoltée se situe entre les monocytes (bande blanche très dense sous le
plasma) et la couche de Lympholyte-poly®. La fraction ainsi isolée doit être déposée
dans un tube de centrifugation stérile de 50m1 (Fisher3). Par la suite, une lyse
érythrocytaire doit être effectuée afin d’enrayer la contamination par les érythrocytes,
de la suspension de neutrophiles. Cette lyse est réalisée en ajoutant 10 ml de solution
hypotonique (0,1125%), permettant le bris des érythrocytes, puis en mélangeant
vigoureusement pendant 30s. Dix ml de solution hypertonique (1,6875%) doivent
rapidement être ajoutés afin de rétablir l’isotonicité du milieu.
Ces deux solutions utilisées lors de la lyse érytbrocytaire sont préparées
chaque jour dans des conditions stériles. La solution hypotonique (0,1125%) est un
mélange de 150 ml d’eau distillée ultra pure (GIBCO BRL, Invitrogen2) et de 50 ml
de solution saline 0,45%. La solution hypertonique (1,6875%) est quant à elle un
mélange de 76,8 ml d’eau distillée ultra pure (GIBCO BRL, Invitrogen2) et de 23,2
ml de solution saline 7,2%.
Les tubes doivent ensuite être centrifugés pendant 10 min à 1 490 rpm à 20°C
afin d’enlever les débris cellulaires. Le culot est alors resuspendu dans une solution
de saline isotonique puis une seconde lyse érythrocytaire est effectuée. Le culot
cellulaire est finalement resuspendu dans du milieu de culture.
Le milieu de culture est fraîchement préparé dans des conditions stériles
chaque jour et conservé à 4°C à l’abri de la lumière. Afin de préparer 20,6 ml de
milieu de culture, 18 ml de DubeÏcco ‘s rnodified eagÏe medium (D-MEM) à haute
teneur en glucose et sans rouge de phénol (Invitrogen2), 2 ml de sérum foetal bovin
(F38), 200 tl d’antibiotique pénicilline-streptomycine (Pen-Strep) contenant 5 000
unités de pénicilline et 5 000 tg de streptomycine /ml (GIBCO BRL, Invitrogen2) et
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400 tl de L-glutamine (200 mM) (GIBCO BRL, Invitrogen2) sont mélangés
ensemble.
5.1.4 Isolement des leucocytes
Le sang utilisé lors de l’isolement des leucocytes est récolté de la même façon
que celui pour l’isolement des neutrophiles. Les tubes EDTA de 7 ml sont
centrifugés pendant 7 min à 3 500 rpm à 20°C. Une fine bande de cellules blanches
se situe à l’interface des érythrocytes. II faut prélever cette bande, sans tenir compte
des érythrocytes, et la déposer dans un tube de centrifugation stérile de 50 ml
(Fisher3). Les érythrocytes sont ensuite lysés de la même façon que lors de
l’isolement des neutrophiles et entre chaque lyse (3 au total) les cellules sont
centrifugées à 1 490 rpm à 20°C pendant 10 min. Le culot cellulaire est finalement
resuspendu dans du milieu de culture.
5.1.5 Comptage cellulaire
Afin de déterminer la quantité de cellules isolées, et ainsi de préparer des
échantillons avec une quantité fixe de cellules, 20 pi de la suspension cellulaire
résultant de l’isolement sont mélangés avec $0 pi de milieu de culture dans un tube
Eppendorf en polypropylène de 1,5 ml stérile (Ultident5). Vingt pi de bleu de
Trypan (Invitrogen2) sont ensuite ajoutés à la suspension cellulaire diluée, puis après
quelques minutes d’attente (permettant la coloration en bleu des cellules mortes), 20
pi du mélange sont placés sur un hémacymètre (Reichert6), afin de procéder au
décompte des cellules vivantes ainsi que des mortes.
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5.1.6 Fureté cellulaire
La constitution des différentes suspensions cellulaires (soit neutrophiles ou
cellules blanches totales) est déterminée lors de la préparation de lames colorées au
Diff Quick. Quatre cents cellules sont alors comptées permettant ainsi de déterminer
la pureté des échantillons de la suspension cellulaire de neutrophiles et de déterminer
les différentes concentrations cellulaires dans la suspension de leucocytes (cellules
blanches totales).
5.2 PRÉPARATIoN DES ÉCHANTILLONS
5.2.1 Stimulation et incubation des neutrophiles et des leucocytes
sanguins totaux
Lors des expérimentations, 10 millions de neutrophiles ou de leucocytes
sanguins totaux sont mis en suspension dans 250 tl de milieu de culture (D-MEM /
FBS / L-glutamine / Pen-Strep) et incubés dans des tubes Eppendorf en
polypropylène de 1,5 ml (Ultident5). Les cellules sont stimulées avec 1 tg de LPS
(Sigma7) et 25 ng d’IfN-y recombinant équin provenant d’E. cou (15$6-HG, R&D
systems8) (sauf dans les tubes contrôles (T0)). Les cellules sont ensuite incubées à
37°C avec 5% de C02 pendant 6 ou 12 h.
5.2.2 Conservation des échantillons
À la fin de la période d’incubation, les tubes Eppendorf doivent être
centrifugés à $ 000 rpm à 4°C pendant 5 mi afin de séparer les cellules et le
surnageant. Le surnageant est conservé à —80°C dans un nouveau tube Eppendorf en
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polypropylène de 1,5 ml (Ultident5) afin de permettre une quantification ultérieure
des nitrites et nitrates. Le culot cellulaire est quant à lui homogénéisé dans 1 ml de
Trizol (Invitrogen2) à l’aide d’une seringue tuberculine et conservé à —80°C afin d’en
extraire J ‘ARNm ultérieurement.
5.3 QuANTIFIcATIoN DES NITRITE ET NITRATE PAR LE
NITRi TE/NITRITE COL ORIMETRIC AS$A Y KIT (LDH METHOD)
Le NADPH est un cofacteur essentiel pour le bon fonctionnement des
isoformes de NOS. De plus, les enzymes réductrices de nitrate utilisent également le
NADPH lors de la réduction du nitrate en nitrite. Cependant, le NADPH interfère
dans la chimie de la réaction de Griess, qui est la méthode de quantification des
nitrites la plus utilisée. Il existe deux façons de prévenir cette interférence. La
première est l’utilisation de faible quantité de NADPH de concert avec l’emploi d’un
système catalytique servant à recycler le NAPH en NADPH. La seconde méthode
est l’utilisation de NADPH ajouter en excès dans la préparation. En effet, le Lactate
dehydrogenase (LDH) est utilisé pour oxyder le surplus de NADPH. La figure 4
démontre les effets du réactif 1 et 2 lors du processus de colorirnétrie. Ces
informations proviennent du protocole fournit avec le kit de colorimétrie de Cayrnan
























Figure 4: Mode d’action des réactifs Griess Reacgent 1 et 2 (tirée du protocole
de Cayman chemicat du produit Nitrate/nitrite Cotorimetric Assay kit (LDH
Metltod) (760871))
La première étape à effectuer lors de cette manipulation est la reconstitution
de tous les réactifs lyophilisés qui sont fournis ainsi que du NADPH
(Sigma7), avec du tampon, faisant lui-même parti de l’ensemble de colorimétrie
(Cayman chemical9). Par la suite, il faut préparer la courbe standard de nitrate en
mélangeant 0,1 ml du nitrate préalablement reconstitué dans 1 ml de milieu de
culture, avec 0,9 ml de milieu de culture. La concentration de ce standard est alors
200 j.iM. Cette solution est ensuite utilisée pour former la courbe standard dans les
puits de la plaque fournie pour l’analyse. La courbe standard utilisée avec les
échantillons de plasma devra être faite de la même façon mais en diluant le nitrate
dans la solution tampon au lieu du milieu de culture. Dans le premier puit, il ne faut
pas mettre de nitrate; dans le second, il faut placer 5 rl et augmenter ainsi de 5 tl
jusqu’à 25 tl de nitrate puis il faut compléter à 60 tl avec du tampon. La courbe
standard est effectuée en duplicata. Cent quarante tl de tampon et 60 ,tl de milieu de
culture doivent être déposés dans deux puits afin de faire la lecture de blanc lors de la
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quantification du milieu de culture alors que 200 pi de tampon doivent être utilisés
lors de la lecture de blanc pour les échantillons de plasma.
Les échantillons de milieu de culture qui sont utilisés lors de cette analyse ne
doivent pas subir aucun traitement particulier. Toutefois, les échantillons de plasma
devront être ultrafiltrés (20 min à 4000 rpm) à l’aide de filtres de 30 kDa (Millipore10)
préalablement rincés avec de l’eau Ultra Pure (Invitrogen2) afin de réduire les bruits
de fond d’absorbance causés par l’hémoglobine.
Lorsque tous les réactifs sont prêts, il faut mettre les échantillons de la courbe
standard ainsi que les échantillons (en triplicata pour les échantillons de milieu de
culture et en duplicata pour le plasma) dans les puits de ta plaque. Par la suite, 10 pi
de NADPH (lrnM) et 10 d de nitrate réductase sont ajoutés, puis la plaque est
incubée à la température de la pièce pendant 40 min (ou 60 min pour le plasma). Dix
pi de solution de cofacteurs et 10 pi de solution de lactate déshydrogénase sont
ajoutés, suivi d’une incubation de 20 min à la température de la pièce. Finalement, il
faut ajouter 50 tI de réactif Griess Rl et immédiatement 50 tl de réactif Griess R2
puis faire développer la couleur pendant 10 min avant de lire l’absorbance de la
plaque à l’aide d’un lecteur de plaque ELISA à une longueur d’onde de 540 nm.
Les absorbances ainsi détectées seront transformées en concentration (1iM) de
nitrate + nitrite selon l’équation suivante
Les données relatives à la pente et à l’ordonnée à l’origine ont été calculées
par le programme informatique relié au lecteur de plaque en fonction des données de
la courbe standard.






5.4 QUANTIFICATION DE L’EXPRESSION DU GÈNE DE LA INOS ÉQUINE
PAR RT-PCR EN TEMPS RÉEL (LIGHT CYCLER)
La réaction de polymérisation en chaîne est une technique qui a été
développée dans les années 1980 par Kary Mullis (Saiki, Scharf et al. 1985). Depuis,
ses applications se sont multipliées et elle est maintenant utilisée pour le clonage, la
détection de mutation, l’expression des gènes et le diagnostic de diverses maladies.
La réaction en chaîne en présence de polymérase a pour fonction d’amplifier
enzymatiquement un segment donné d’ADN compris entre deux courtes régions dont
les séquences sont connues (amorces) afin d’obtenir une très grand nombre de copies
de cette portion d’ADN (Lodish, Baltimore et al. 1997).
Afin de procéder à cette réaction, l’ADN doit d’abord être scindé en longs
fragments par des enzymes de restrictions. La première étape de la PCR est la
dénaturation des brins bicaténaires d’ADN en brins monocaténaires qui s’effectue par
chauffage. La seconde étape, consiste en l’hybridation des oligonucléotides
synthétiques complémentaires des extrémités 3’ des brins du segment d’ADN
d’intérêt (amorces) aux simples brins d’ADN, effectuée à de plus faibles températures
(entre 50 et 60°C) (Lodish, Baltimore et al. 1997). Les brins complémentaires de
l’ADN ont peu de chance de se rencontrer puis de s’hybrider car ils sont présents en
très faible concentration dans la préparation alors que les amorces y sont présentes en
très forte concentration. Elles s’hybrident donc aux séquences d’ADN qui leurs sont
complémentaires et servent d’amorces à la synthèse de nouveau brins d’ADN,
phénomène nommé élongation, consistant en la troisième et dernière étape d’un cycle
de PCR. L’élongation est engendrée par l’ajout des désoxynucléotides triphosphates
(dNTP) et d’une ADN polymérase thermorésistante, telle celle de Thermus aquaticus
(eubactérie des sources chaudes). Cette enzyme, nommée polymérase Taq, allonge
les segments adjacents aux amorces vers l’extrémité 5’ du brin d’ADN, à des
températures pouvant atteindre 72°C. Lorsque la synthèse des nouveaux brins est
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terminée, la température est augmentée à 95°C afin de dénaturer les duplex d’ADN
néoformés afin de recommencer un second cycle d’amplification. Chacun des brins
sera par la suite utilisé pour la synthèse de nouveaux brins lors des amplifications
subséquentes, ce qui signifie que chaque cycle double le nombre d’exemplaire de la
séquence désirée et que le nombre de molécules croît de façon exponentielle (Lodish,
Baltimore et al. 1997).
5.4.1 Réactifs:
Divers réactifs sont utilisés lors de la réaction de PCR. Des modifications de
ces différents constituants pourront moduler la spécificité et/ou la quantité du produit
amplifié. Le chlorure de magnésium (MgCI2), utilisé en excès, pourrait engendrer
l’accumulation de produits d’amplification non-spécifique, alors qu’en quantité
insuffisante, il diminue le rendement. Les désoxynucléotides (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP) sont les nucléotides qui seront utilisés pour former les nouveaux amplicons
lors de l’élongation. Ils se lient au MgC12 et déterminent donc la quantité d’ions
Mg2 libre dans la solution. Les amorces doivent être sélectionnées avec soin. La
spécificité et le rendement de la réaction de PCR sont directement reliés à la qualité
des amorces. Leur longueur varie généralement entre 20 et 30 nucléotides et leur
composition en nucléotide G et C doit être similaire à celle du fragment qui sera
amplifié (Saiki 1989).
Finalement, il est primordial d’ajouter une enzyme servant à polymériser les
brins d’ADN. À l’origine, le fragment Klenow d’ADN polymérase I de E. cou était
utilisé pour l’élongation de la PCR. Cependant, cette enzyme était inactivée par la
chaleur et une nouvelle enzyme devait être ajoutée à chaque cycle (Saiki 1989).
Depuis, l’enzyme polymérase Taq, qui est thermostable est couramment utilisée dans
les réactions de PCR. À des températures atteignant 75-80°C, elle peut synthétiser
jusqu’à 150 nucléotides par seconde par molécule d’enzyme (Gelfand 1989).
Présente en trop grande quantité dans les échantillons, elle peut augmenter la
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production de produits non spécifiques et diminuer le niveau de production de la
séquence désirée (Saiki 1989).
Deux innovations ont grandement contribué à la simplification de la technique
de PCR : l’automatisation des cycles de température et l’utilisation de l’ADN
polymérase Taq (Oste 1989). La venue de la Taq a permis l’utilisation de trois
différentes températures plutôt que de deux, comme lors de l’utilisation du fragment
Klenow d’E. cou. En effet, il est maintenant possible de régler différentes
températures lors de l’hybridation et de l’élongation et elles peuvent donc être
optimisées indépendamment. L’élévation de la température de l’élongation lors de la
réaction de PCR augmente la spécificité de la technique (Oste 1989). La création de
thermocycleurs a diminué le temps de la manipulation. Divers mécanismes ont été
conçus pour le refroidissement et le réchauffement des échantillons tels que
l’utilisation de liquides, de résistances et de semi-conducteurs (Oste 1989).
5.4.2 FCR en temps réel
L’invention du PCR en temps réel a révolutionné la quantification de
l’expression des gènes. Tel que mentionné plus haut, le PCR crée des copies d’ADN
de façon exponentielle. Toutefois, à partir du moment où les réactifs ont été épuisés,
la réaction de PCR atteint la phase de plateau ce qui rend la quantification incertaine
(Dôtsch, Schoof et al. 2004). Cependant, la quantification de la phase exponentielle
de la réaction de PCR est plus intéressante.
5.4.2. a) Light C’ycter
Le LightCycler est un thermocycleur rapide (à air pulsé), couplé à un
microspectrofluorimètre. Il est piloté par un ordinateur qui permet l’acquisition et le
suivi en temps réel des données ainsi que leur traitement. Les capillaires sont des
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tubes de VCITC (pas de résistance thermique) fermés, dc 1,5 mm de diamètre et de 3
cm de hauteur, ce qui leur confère une grande superficie d’échange, la lumière émise
par le fiuorophore (SYBR Green I) est concentrée au bas du capillaire (manuel
d’instruction du Light Cycler (Roche”)). La température est la même dans le
capillaire. À chaque cycle, chaque capillaire passe devant le système optique et la
fluorescence est lue. Une expérience dure de 30 min à 1h.
Le SYBR Green I est un fluorophore spécifique à l’ADN double brin et sa
fluorescence est augmentée lors de sa liaison avec l’ADN. Lors de chaque phase de
la synthèse de l’ADN, le SYBR Green T se lie aux produits de PCR amplifiés et
l’amplicon peut être détecté par sa fluorescence dont le signal est proportionnel à la
concentration de l’ADN nouvellement synthétisé. Le SYBR Green I se lie au sillon
mineur de l’ADN bicaténaire. En solution, lorsqu’il est non lié, il démontre très peu
de fluorescence.
Figure 5: Représentation de la fluorescence émise par le SYBR Green I avant le
début de la réaction (A) et lors de l’hybridation entre les amorces et les brins
d’ADN (B) (tirée du protocole du Light Cycler DNA Master SYBR Green I
(201 5099) de chez Roche’1)
Au début de l’amplification, le mélange de la réaction de PCR contient de
l’ADN dénaturé, les amorces et le SYBR Green 1. La faible fluorescence émise par
celui-ci est soustraite lors de l’analyse par l’ordinateur (figure 5A). Après
l’hybridation des amorces, quelques molécules de SYBR Green I peuvent se lier à
55
l’ADN double brin (figure 53). Cette liaison permet l’expression de lumière par le
SYBR Green L
Figure 6: Représentation de la fluorescence émise par le SYBR Green 1 lors de
l’élongation (tirée du protocole du Light Cycler DNA Master SYBR Green I
(201 5099) de chez Roche”)
Lors de l’élongation, de plus en plus de molécules de SYBR Green I se lient à
l’ADN nouvellement synthétisé (figure 6). Si la réaction est continuellement
enregistrée, il est possible d’observer l’augmentation de la fluorescence en temps réel.
Lors de la dénaturation de l’ADN pour le cycle suivant, les molécules de $YBR
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Figure 7: Représentation d’un graphique de fluorescence en fonction du
nombre de cycle (A) et d’un graphique d’une courbe de fusion (B) (tirée du
protocole du Light Cycler DNA Master SYBR Green 1 (201 5099) de chez
Roche’ I)
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De plus, le Light Cycler peut fournir l’analyse de la courbe de fusion nelting
curve) du produit de la réaction de PCR. Le point de fusion d’un fragment d’ADN
dépend de sa longueur et de sa composition en nucléotide G/C. La détermination de
la température de fusion d’un fragment d’ADN peut donc être utilisée pour
caractériser le produit amplifié. La figure 7A représente un graphique de la
fluorescence en fonction du nombre de cycles pour trois échantillons avec un nombre
de copies d’ADN différent au départ. Il est possible de remarquer que lorsque le
nombre de copies est grand, l’amplification spécifique de l’ADN est observée lors des
premiers cycles (courbe rouge). Toutefois, lorsque le nombre de copies est plus
faible (courbe verte), des produits d’amplification non spécifique, généralement des
dimères d’amorces (courbe bleu), peuvent masquer le signal spécifique.
La figure 7B, représente les courbes de fusion des trois échantillons. L’axe
des Y démontre la fluorescence alors que l’axe des X montre la température. Les
différentes pentes représentées ici indiquent que les échantillons contiennent
différentes quantités de produits non spécifiques qui ont une température de fusion
plus faible.





Figure 8: Représentation d’une courbe de la dérivée négative en fonction de la
température (tirée du protocole du Light Cycler DNA Master SYBR Green I
(201 5099) de chez Roche”)
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Lorsqu’une courbe de la dérivée négative en fonction de la température est
tracée, la différence entre les trois échantillons est plus évidente (figure 2). Les pics
du côté gauche sont dus à des dimères d’amorces, qui ont un point de fusion plus bas,
alors que les pics du côté droit représentent les produits d’amplification spécifique.
Ces pics sont plus petits lorsque la quantité de copies d’ADN initiale est plus faible
(courbe verte). Il est de plus possible de remarquer qu’il n’y a aucun signal
spécifique dans l’échantillon qui ne détenait aucune copie initialement (courbe bleu).
5.4.3 Extraction de Ï ‘ARNm
Les échantillons dans le Trizol doivent tout d’abord être décongelés sur la
glace puis être incubés à la température de la pièce pendant 5 min. Deux cents pi de
chloroforme (Sigma7) doivent ensuite être ajoutés. Les tubes doivent ensuite être
mélangés vigoureusement pendant 5 s à toutes les 30 s pendant une période
d’incubation de 5 min à la température de la pièce. Il faut ensuite centrifuger les
échantillons à 11 000 rpm pendant 15 min à 4°C. Afin de permettre la précipitation
de l’ARN, il faut prélever la phase aqueuse (transparente) des tubes Eppendorf en
évitant de toucher à la phase laiteuse (protéines). Il faut ensuite mélanger
délicatement cette phase aqueuse à 500 pi d’isopropanol froid (Sigma7) dans un
nouveau tube Eppendorf de 1,5 ml, puis laisser incuber 10 min à la température de la
pièce. Les échantillons sont alors centrifugés à 11 000 rpm pendant 10 à 15 min à
4°C. Le surnageant est par la suite enlevé et 1 ml d’éthanol 75% (Sigma7) est ajouté
dans les tubes afin de laver l’ARN. Il faut mélanger délicatement le contenu des
tubes. Ils sont finalement recentrifugés à 7 500 rpm pendant 5 min à 4°C afin de faire
culotter l’ARN. Le surnageant est retiré et le culot d’ARN doit sécher jusqu’à ce
qu’il ne reste qu’un fin halot d’éthanol autour. Le culot doit alors être resuspendu
dans 15 pi d’eau ultra pure (GIBCO BRL, Invitrogen2) et la quantification de l’ARN
extrait est évaluée par une mesure de l’absorbance à 260 imi et sa qualité est
déterminée par le ratio des absorbances à 260/220 nm.
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5.4.4 Formation d’ADNc (RT)
La quantification de l’ARNm afin d’évaluer l’expression des gènes a
longtemps été réalisée par la technique d’immunobuvardage de type Northern.
Toutefois, cette méthode requiert une grande quantité d’ARN et est plutôt longue à
effectuer.
La transcription inverse (RT) permet la production d’un brin d’ADN
complémentaire (ADNc) à partir d’ARN à l’aide d’une enzyme rétrovirale de type
transcriptase inverse. Deux types d’enzymes sont disponibles commercialement, soit
le virus Moloney de la leucémie murine (MMLV-RT) et le virus de la myéloblastose
aviaire (AMV-RT) (Freeman, Walker et al. 1999). L’utilisation de cette méthode,
couplée à la technique de PCR mènera à l’utilisation de la RT-PCR pour la
quantification de l’ARNm.
La synthèse de l’ADNc est engendrée par une amorce d’oligonucléotides qui
s’hybride à l’ARN. L’ADNc est alors formée vers l’extrémité 5’ de l’ARNm grâce à
l’activité polymérase de l’enzyme de transcription inverse (Freeman, Walker et al.
1999). Les amorces peuvent être spécifiques au gène, ou non. Les amorces non
spécifiques sont constituées de résidus de désoxythyrnidine (oligo(dT)) qui
s’hybrident à la queue polyadénylée (poly A) que l’on retrouve chez la majorité des
ARNm (freeman, Walker et al. 1999). Les amorces spécifiques sont quant à elles
généralement utilisées dans des réactions de RT lorsque l’ARNm est présente en
faible quantité dans les échantillons. Elles augmentent la spécificité et diminuent les
bruits de fond associés avec les amorces non spécifiques (freeman, Walker et al.
1999). L’ADNc ainsi produit peut être utilisé dans une réaction de PCR afin de
1’ amplifier.
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Afin de procéder à la rétro-transcription de l’ARNm, il faut faire chauffer 2 jig
d’ARN (en suspension dans de l’eau ultra pure) dans un volume total de 9 tl d’eau
ultra pure (GIBCO BRL, Invitrogen2) pendant 5 min à 70°C dans un tube Eppendorf
de 1,0 ml. Par la suite, 1 tl d’oligo dT (Invitrogen2) doit être ajouté et le mélange
doit chauffer à 70°C 10 min puis il faut mettre sur la glace. Vingt pi d’un mélange
contenant 10,5 tl d’H20 ultra pure (GIBCO BRL, Invitrogen2), 7,2 tl de tampon RT
5X (Roche’1), 2,4 jil de DTT (Invitrogen2), 1,5 pi de dNTP (Invitrogen2), 1,2 rl de
RNA guard (Amersham’2) et 1,2 pi de AMV (Roche’1) doivent finalement être
ajoutés. Le RNA guard et le AMV doivent être ajoutés au mélange à la dernière
minute car ils sont thermosensibles. Les tubes sont ensuite incubés pendant 1 h à
50°C, puis chauffés 1 min à 100°C afin d’inactiver les enzymes et finalement
congelés à —20°C
5.4.5 Quantification de Ï ‘expression du gène (FCR)
5.4.5 a) Amorces utilisées pour ta méthode de PCR de ta 1NOS équille
Les amorces sens (5’-GCCAAGGTCTGAGCTACCTG-3’) et antisens (5’-
ATAGGTGAGTGCCTGGCTGA-3’), localisées entre 2 2$Spb et 2 490pb du gène de
la iNOS équille caractérisé par Hammond (AY0278$3) (Hammond, Flower et al.
2002) et totalisant 205 pb, ont été utilisées. Ces amorces ont été créées par le Dr.
Lavoie du Département de sciences cliniques de la Faculté de médecine vétérinaire de
l’Université de Montréal et synthétisées dans les laboratoires d’Invitrogen2.
5.4.5 b) Préparation du mélange pour la réaction de PCR
Les réactifs nécessaires à la réaction de PCR ont été mélangés dans un tube
Eppendorf de 1,0 ml. Tous les produits sont, sauf les amorces, fournis dans
l’ensemble de chez Roche” nommé Light Cycler DNA Master $YBR Green 1(201
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5099). Cet ensemble contient donc de l’H20 ultra pure, du MgC12 et du SYBR Green
T. 13,4 il d’H20 ultra pure, 1,6 tl de MgCJ2 (concentration initiale de 25 mM et
finale de 3mM), 2,0 pi de $YBR Green I et 1,0 pi de chacune des amorces
(concentration initiales de 50 tM) sont mélangés ensemble. Un pi d’ADNc est
ensuite ajouté dans le tube Eppendorf et ce mélange est transféré dans un capillaire
(Roche’ 1)• Un capillaire ne contenant pas d’ADNc servira de contrôle négatif lors de
la réaction de PCR. Les capillaires sont centrifugés 5 s à $ 000 rpm afin de faire
descendre la préparation.
5.4.5 e) Conditions d’amptfication
Tous les capillaires sont placés dans le carrousel du Light Cycler et soumis au
même programme d’amplification soit: un programme de dénaturation d’un cycle de
30 s à 95°C suivi du programme d’amplification constitué d’une période de
dénaturation à 95°C pour O s, d’une période d’hybridation de 6 s à 64°C suivie d’une
élongation de 12 s à 72°C pendant 45 cycles.
5.4.5 d) Observation des résultats de PCR par électrophorèse
Le contenu des capillaires est déversé dans des tubes Eppendorf de 1,0 ml lors
d’une centrifugation de 5 s à 8 000 rpm. Quatre pi de solution de bleu de
bromophénol (Invitrogen2) sont ensuite ajoutés aux 20 pi de produit d’amplification
et mélangés. Le contenu de chaque tube est par la suite transféré dans les puits d’un
gel d’agarose (1,5%) formé à partir de 0,6 g de poudre d’agarose (Invitrogen2), de 40
ml de tampon tris-acétate-EDTA (TAE) et de 1 pi de bromure d’éthidium. Le premier
puit contient les fragments d’ADN standard (Invitrogen2), une échelle de type Ready
load de 1Kb. Lorsque les puits sont remplis, les fragments d’ADN migrent pendant
60 min à 70 volts. Le gel d’agarose est ensuite photographié sous les ultra-violets.
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5.5 DÉTERMINATION DE LA SÉQUENCE D’ADN AMPLIFIÉE PAR PCR
5.5.1 Extraction de Ï ‘ADN du gel d ‘électrophorèse
L’extraction de l’ADN du gel d’électrophorèse est effectuée à l’aide d’un
ensemble de chez Qiagen’3 utilisant des colonnes. La première étape consiste à
couper, sous la lumière ultra violet, la portion du gel colorée au bromure d’éthidium
qui contient le fragment d’ADN souhaité, déterminé en fonction du poids
moléculaire. Tel que mentionné plus haut, le fragment d’ADN de iNOS équine
contient 205 pb. Cette portion de gel est ensuite pesée afin de déterminer le volume
des différents réactifs à ajouter lors de l’extraction. Il faut tout d’abord ajouter trois
volumes de tampon QG pour un volume de gel dans un tube Eppendorf de 1,5 ml et
faire chauffer à 50°C pendant 10 min en vortexant le tout à toutes les 2-3 min.
Lorsque le gel est complètement dissout il faut ajouter un volume d’isopropanol et
mélanger. La préparation doit ensuite être transférée dans les colonnes fournies et le
contenu est filtré et aspiré par le système d’aspiration utilisant une pompe à vide. Un
lavage utilisant 500 tl de tampon QG permet d’enlever les traces d’agarose restantes.
750 jil de tampon PE sont ensuite ajoutés et le tout est ensuite aspiré après un temps
d’attente de 2 à 5 min. Les colonnes sont ensuite centrifugées à 13 000 rpm pendant
1 min dans un tube afin de retirer le tampon PE restant. Quinze pi d’eau distillée
ultra pure (GIBCO BRL, Invitrogen2) sont finalement ajoutés sur le filtre de la
colonne et celle-ci est ensuite centrifugée dans un tube Eppendorf de 1,5 ml à 13 000
rpm pendant 1 min afin d’éluer l’ADN. La solution contenant l’ADN est conservée
dans un congélateur a -20°C. La quantification de l’ADN extrait est évaluée par une
mesure de l’absorbance à 260 nm et 280 nrn.
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5.5.2 Clonage de la séquence d’ADN extraite dans un vecteur
plasmidien
Le pGEM®-T Easy vector system (Promega’4) est un système très utilisé pour
le clonage de produit de PCR. Le vecteur est préparé en coupant le pGEM®-T Easy
vector avec EcoR V et en ajoutant une thymine 3’ terminale aux deux extrémités.
Ces thymines améliorent grandement l’efficacité de liaison du produit de PCR dans le
plasmide en prévenant la reformation circulaire du vecteur. Ce vecteur contient
divers sites de restriction permettant la relâche de l’insert par la digestion d’une seule
enzyme de restriction.
5.5.2 a) Ligation des produits de PCR avec le vecteur pGEM®-T
Trois tl d’ADN dilué dans de l’eau ultra pure sont mélangés avec 5 tl de
tampon de ligation 2X, 1 pi (50 ng) de vecteur pGEM®-T Easy et 1 pi de ligase
d’ADN T4 (3 Weiss units/.tl). Cette préparation doit être adéquatement mélangée par
pipettage et incubée toute la nuit à 4°C afin de permettre un meilleur taux de
transformation.
5.5.2 b) Transformation des bactéries DHS a
Il faut tout d’abord préparer deux pétris TB/ampicilline/IPTG/X-Gal pour
chaque réaction de ligation. Le milieu TB est constitué de deux solutions; la première
est composée de 900 ml d’eau distillée, de 12 g de tryptone, de 24 g de levure, de 4
ml de glycérol et dc 12 g d’agar qui sont mélangés ensemble, autoclavés puis
refroidis, alors que la seconde est composée de 100 ml d’eau distillée, de 2,3 g de
KH2PO4 et de 12,5 g de K2HPO4 qui sont mélangés, autoclavés puis refroidis. Ces
deux solutions sont mélangées ensemble et y sont ajoutés 50 ig/ml d’ampicilline, 100
pi d’une solution de lOOmM de IPTG et 100 pi d’une solution de 20 mg/ml de X-Gal.
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Deux tl de réaction de ligation doivent être mis dans un tube Eppendorf de
1,5 ml. Cinquante i1 de bactéries partiellement décongelées doivent être transférés
dans ce tube et ce mélange doit être incubé sur la glace pendant 30 min après l’avoir
délicatement mélangé. Un choc thermique doit ensuite être réalisé en exposant les
tubes à une température de 42°C pendant 45 s. Les tubes sont alors immédiatement
remis sur la glace pendant 2 min puis 950 tl de milieu SOC sont ajoutés et les tubes
sont finalement incubés à 37°C pendant 1 h avec une agitation de 225 rpm. Le milieu
SOC est composé de 97 ml d’eau distillée auquel 2 g de bactotiyptone, 0,55 g de
levure, 1 ml de solution NaCI 1 M et lml de solution de KCI sont ajoutés. Cette
solution est ensuite agitée, autoclavée et refroidie avant d’y ajouter 1 ml de solution
de Mg2 2 M (1 M de MgC12 + 1 M de Mg504) et 1 ml de solution de glucose 2 M
puis d’être filtrée à l’aide d’un filtre de 0,22 11m. Le pH final doit être ajusté à 7,0.
Suite à l’incubation, 200 pi de solution doivent être étalés sur les pétris qui
doivent eux-mêmes être incubés à 37°C de 15 à 17 h. Des colonies blanches et
bleues peuvent alors être observées. Les colonies blanches contiennent généralement
l’insert.
5.5.2 c) Mise en culture en milieu liquide des bactéries transformées
Il faut tout d’abord mettre 2 ml de milieu TB + ampicilline (50 1g/ml) dans
des tubes de 15 ml, puis prélever une colonie blanche avec un cure dent et casser
celui-ci dans le tube. Trois échantillons doivent être ainsi réalisés par pétri afin
d’augmenter les chances d’obtenir un plasmide qui contient l’insert. Les tubes
doivent être incubés à 37°C avec agitation de 225 rpm pendant 15 à 17 h.
5.5.2 d) Miniprep des plasmides pGEM-T easy + insert
Afin d’obtenir les plasmides d’intérêt, il faut utiliser un ensemble servant à
faire des miniprep (QlAprep Spin Miniprep kit) (Qiagen13). La manipulation
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s’effectue en transférant tout d’abord 1,5 ml de cultures bactériennes dans des tubes
Eppendorf de 2,0 ml, puis en les centrifugeant 4 min à 13 000 rpm. Ensuite, le
surnageant doit être discarté et le culot de bactéries doit être mélangé à 250 tl de
tampon Pi. Deux cents cinquante pi de tampon P2 sont ensuite ajouté et le tout doit
être délicatement mélangé par inversion 4 à 6 fois. Il est important que les tubes ne
soient pas vortexés. Trois cent cinquante pi de tampon N3 sont finalement ajoutés, le
contenu des tubes est mélangé par inversion 4 à 6 fois afin d’éviter la précipitation
localisée et les tubes sont centrifugés 10 min à 13 000 rpm. Un maximum de $00 pi
de surnageant recueilli doit être transféré dans les colonnes QIAprep et elles doivent
être centrifugées de 30 à 60 s à 13 000 rpm. Le surnageant doit être enlevé et les
colonnes sont ensuite lavées avec 500 pi de tampon PB puis centrifugées 30 à 60 s à
13 000 rpm. Le surnageant doit de nouveau être retiré et les colonnes doivent être
lavées avec 750 pi de tampon PE puis centrifugées 30 à 60 s à 13 000 rpm. Le
liquide recueilli doit être discarté et les colonnes sont recentrifugées 60 s à 13 000
rpm afin d’éliminer tout le tampon PE restant. L’élution de l’ADN s’effectue en
ajoutant 50 pi d’eau ultra pure au centre de la colonne puis en centrifugeant celle-ci
dans un tube Eppendorf propre de 1,5 ml pendant 60 s à 13 000 rpm après une
incubation de 60s.





Tableau IV: Pourcentage (%) de viabilité des neutrophiles ou des leucocytes
totaux avant incubation (T0) et après 12 h d’incubation (T12) chez les différents
chevaux
% de viabilité des % de viabilité des
Cheval neutrophiles leucocytes totaux
(T0) (T12) (To) (T12)
53 99,5% 93,4% 99,6% 97,%
112 100% 100% 99,8% 97,7%
113 100% 100% 99,3% 99,1%
115 100% 99,1% 99,7% 9$,1%
Les neutrophiles qui ont été isolés du sang entier par une technique de
centrifugation sur gradient de densité ont un taux de viabilité de 99,5% et plus suivant
l’isolement (T9) et de plus de 99,1% après une période d’incubation de 12 h (T12),
comme le démontre le tableau 1V. Les leucocytes totaux, qui ont été séparées des
érythrocytes par une technique de centrifugation ont quant à eux un taux de viabilité




Tableau V: Pourcentage (%) de pureté des neutrophiles dans le milieu de
culture pour les différents chevaux
0/
Cheval neutrophiles lymphocytes monocytes éosinophiles basophiles
pureté
53 386 12 0 2 0 96,5%
112 380 19 1 0 0 95%
113 382 17 1 0 0 95,5%
115 383 14 2 1 0 95,8%
La technique d’isolement des neutrophiles sur gradient de densité utilisant le
milieu iodé de type Lympholyte®-poly a permis l’obtention d’échantillons de
neutrophiles dont la pureté était supérieure à 95% comme le démontre le tableau V.
Bien que selon les indications fournies dans le protocole du produit il ne devrait pas y
avoir de contamination par les cellules mononucléées, mais plutôt par des
érythrocytes, les résultats obtenus lors des expérimentations ne sont pas concordants.
En effet, aucune contamination par des érythrocytes n’a été démontrée, ce qui peut
s’expliquer en raison des deux lyses érythrocytaires effectuées utilisant une solution
saline très hypotonique. Toutefois, quelques cellules mononucléées (majoritairement
des lymphocytes) se sont immiscées dans la suspension cellulaire. Ce phénomène
peut s’expliquer par le fait que la bande de cellules mononucléées est très dense et
directement posée sur la couche de neutrophiles. Lors du prélèvement des
neutrophiles, la pipette pasteur traverse la couche des autres cellules blanches
pouvant ainsi augmenter les possibilités de contamination.
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7. DÉTERMINATION DE LA CONCENTRATION DE NITRITE ET NITRA TE
Tableau VI: Détermination de la concentration en micromolaire QiM) de nitrite
et nitrate produits par les neutrophiles et les leucocytes totaux en triplicatas en





53 a 7,5 20,6 20,3 9,6 25,6 22,6
53 b 7,4 20,4 20,1 7,9 22,6 22,0
53c 3,7 20,4 21,2 7,9 27,8 23,4
112 a 1 1,8 23,0 22,5 10,3 14,4 20,9
112b 11,6 21,9 22,6 8,8 15,3 18,2
112e 10,9 21,5 21,2 10,1 16,6 19,4
113a 8,7 22,6 20,4 7,1 23,1 25,1
113b 6,0 23,0 20,1 5,7 24,0 24,0
113 e 6,0 22,2 19,8 6,9 23,2 27,0
uSa 9,6 22,6 20,6 9,1 21,5 24,2
115 b 9,4 22,0 22,9 7,4 20,6 22,2
115 c 8,2 22,3 20,3 8,8 22,6 21,6
Ce tableau démontre la
neutrophiles sanguins ou par les
Les triplicatas ta, b, c) sont en
quantité de nitrite et nitrate produits par les
leucocytes totaux sanguins en fonction du temps.
fait des mesures répétées du même échantillon,











—+—Neutmphiles 53 —À— Neutrophiles 112
——Neutmphiles 113 ——Neutmphiles 115
Figure 9 : Graphique démontrant la quantité de nitrite et nitrate en
micromolaire (iM) produits par les neutrophiles sanguins isolés et stimulés en
fonction de leur temps d’incubation (0 h, 6 h et 12 h) * significativement
différents à un p <0,05
On note une augmentation significative de la production de nitrite et nitrate
après 6 h et 12 h d’incubation par les neutrophiles sanguins stimulés aux LP$ et à
l’IfN-y chez tous les chevaux par rapport à la production détectée au temps 0, soit
lorsque les cellules sont ni stimulées, ni incubées. Les points représentés sur le
graphique de la figure 9 représentent la moyenne des triplicatas (a, b, et e) pour un
même cheval à un temps donné. Ces résultats sont considérés significativement
différents à l’aide de test de Friedman à un p de 0,047. Cependant, la production
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Figure 10: Graphique démontrant la quantité de nitrite et nitrate en
micromolaire (tiM) produits par les leucocytes sanguins totaux isolés et stimulés
en fonction de leur temps d’incubation (0 h, 6 h et 12h) * significativement
différents à un p < 0,05
Tout comme pour les neutrophiles, on observe sur ce graphique une
augmentation de la production de nitrite et nitrate après 6 h d’incubation par les
leucocytes sanguins stimulés aux LPS et à l’IfN-y chez tous les chevaux par rapport à
la production détectée au temps 0. Toutefois, la production entre 6 h et 12 h ne varie
pas de façon significative. Cependant, chez le cheval 112, la production des nitrite et
nitrate à 6 h n’est pas aussi élevée que celle des autres chevaux.
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8. QUANTIFICATION DE L ‘ARNm DE LA 1NOS ÉQUINE
Bien que de multiples manipulations ont été effectuées afin de quantifier
l’ARNm de la iNO$ équine, il n’a pas été possible de déterminer avec certitude si le
fragment amplifié lors de la PCR en temps réel était bel et bien une portion de
l’ARNm souhaitée. En effet, le fragment d’ADNc qui a été amplifié puis qui a migré
sur un gel d’agarose contenait approximativement le même nombre de paire de base
que la portion de la séquence d’ADN qui a servie de matrice lors de la création des
amorces, tel que représenté par la figure 11.
200 pb —*
Figure 11: Fragment d’ADN de iNOS équine démontré par électrophorèse
Cette figure démontre une bande d’ADN ayant approximativement 200 pb
lorsque comparée à l’échelle d’ADN 1 Kb, représentant la portion d’ADN de iNOS
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Figure 12: Représentation de la courbe de fusion (A) et de la courbe de la
dérivé négative en fonction de la température (B) de la 1NOS par RT-PCR en
temps réel
L’allure de la courbe de fusion (A) permet de démontrer la quasi inexistence
de produits d’amplification non spécifiques, car sa pente est très uniforme et donc il
n’y a pas divers points de fusion représentés. Le point de fusion d’un fragment
d’ADN dépend de sa longueur et de sa composition en nucléotide G/C. La
détermination de la température de fusion d’un fragment d’ADN peut donc être
utilisée pour caractériser le produit amplifié. En effet, il était possible de remarquer
de façon constante lors des diverses expérimentations, que le point de fusion du
fragment d’ADN amplifié de l NOS était situé à une température près de 89°C, tel




Toutefois, le séquençage du fragment d’ADN, après extraction du gel
d’agarose puis clonage dans un vecteur, n’a pu révéler d’homologie entre ce dit




INOS équinea : ctcagccaggcactcacctat
II II I III II III
Fragment séquencé’: ctcagccaggcactcacctat
Figure 13: Représentation de sections de la séquence d’ADN provenant du
fragment cloné (b) accolée à la portion de séquence de la INOS équine (a)
provenant de la séquence de la iNOS équine caractérisée par Hammond
(AY027883) et publiée sur Pubmed
Les deux portions d’ADN illustrées dans la figure 13 constituent les deux
brins d’ADN, soit un brin provenant de la séquence de la iNOS équine et l’autre brin,
du fragment cloné. Cependant, ces portions homologues représentent en fait les deux
amorces utilisées pour amplifier le segment d’ADN matriciel, signifiant que le
fragment d’ADN synthétisé lors de la PCR n’est pas homologue à la séquence
initiale. De plus amples manipulations devront être effectuées afin de déterminer si le
fragment amplifié est en effet la séquence souhaitée.
DISCUSSION GÉNÉRALE
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Les résultats de cette étude démontrent que les neutrophiles sanguins de
chevaux sains ont la capacité de produire du NO avec et sans stimulation. En effet,
un niveau basal des dérivés du NO a été détecté chez tous les chevaux sains utilisés
dans l’étude. De plus, lorsque les neutrophiles sont stimulés in vitro avec du LPS et
de l’IFN-y, la production de NO est plus importante avec une valeur maximale à 6 h
d’incubation et qui se prolongent jusqu’à 12 h.
La production basale de NO par les neutrophiles sanguins démontre que cette
cellule possède le bagage nécessaire pour produire ce médiateur vasculaire. Cette
production de NO par les neutrophiles a aussi été aussi rapportée chez le rat et chez
l’homme (Wright, MUlsch et al. 1989; Fierro, Nascimento-DaSilva et al. 1999). Les
conséquences biologiques exactes de la production de NO par les neutrophiles ne sont
pas clairement définies. Néanmoins, le NO produit par les neutrophiles équins
pourrait signifier que cette cellule joue un rôle dans la régulation du tonus vasculaire
et sur la modulation des cellules immunitaires lors de sepsis ou de réaction
inflammatoire non-spécifique localisée. Plusieurs études in vivo et in vitro ont
montré que le NO inhibe l’adhésion des leucocytes à l’endothélium vasculaire
(Kubes, Suzuki et al. 1991). Par exemple, il a été démontré que l’inhibition de la
production du NO engendrait une grande augmentation dans le nombre des
neutrophiles adhérents, au niveau de la circulation sanguine mésentérique chez le
chat. Une autre étude a démontré chez le rat que la L-NAME augmentait le
roulement des neutrophiles (Davenpeck, Gauthier et al. 1994). Ces observations
dénotent que le NO, produit de façon constitutive par les cellules endothéliales, a un
effet anti-inflammatoire, car il permet d’inhiber ou de limiter l’adhésion et le
roulement des neutrophiles sur l’endothélium. Il est possible que le NO produit de
façon sélective par les neutrophiles pourrait aussi avoir un effet anti-inflammatoire.
L’augmentation de la production de NO par les neutrophiles sanguins par
l’FN-y rapportée dans cette étude a aussi été rapportée dans plusieurs autres études. Il
a été établi que la présence d’IfN-y pouvait induire ou potentialiser in vitro
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l’induction de la iNOS par le LPS chez différentes cellules (McCall, Palmer et al.
1991 b). McCall et al. ont démontré que l’induction de la NOS des neutrophiles
péritonéaux de rat était augmentée lors d’une stimulation avec de l’IfN-y [McCall,
1991 b #41$]. De plus, fieno et al. ont montré que la synthèse de NO était induite
par l’IFN-y chez des neutrophiles sanguins in vitro (f ierro, Nascimento-DaSilva et al.
1999). En effet, ils ont démontré que l’IfN-y était le seul médiateur capable d’induire
une grande production de NO par les neutrophiles sanguins de rat. Cette induction
est variable en fonction du temps et directement corrélée avec l’augmentation de
l’expression de la iNOS dans les neutrophiles.
Un des objectifs de l’étude était de mettre en évidence l’expression de l’iNOS
équine par les neutrophiles sanguins et de vérifier la corrélation avec la production de
NO. La technique de PCR en temps réel a permis d’amplifier une séquence d’ADN
complémentaire ayant un poids moléculaire correspondant au fragment matriciel de la
iNOS équine qui a été utilisée pour créer les amorces. En effet, la bande révélée sur
un gel d’agarose était d’environ 200 pb, et le fragment matriciel est de 205 pb.
Cependant, les résultats de séquençage n’ont pas permis de confirmer que le fragment
amplifié lors de la PCR faisait parti de la séquence de iNOS équine. La raison pour
laquelle aucun résultat concluant n’a été établi n’a pas été élucidée. Cependant,
diverses hypothèses peuvent être avancées. Il est possible que les manipulations
concernant l’insertion du fragment d’ADN dans un vecteur ainsi que le clonage de
celui-ci aient été mal effectuées. En effet, ces manipulations n’ont été faites qu’une
fois. Il est également possible, mais à un degré moindre, que les amorces qui ont été
conçues afin de réaliser l’amplification d’une section du fragment d’ADN de la iNOS
équine puissent se lier de façon spécifique ou non spécifique à d’autres portions
d’ADN. Pour toutes ces raisons, il n’a pas été possible de confirmer plus précisément
la présence d’iNOS produit par les neutrophiles et non plus de déterminer une
modification de l’expression du gène pour la iNOS lors d’une stimulation avec du
LPS et de l’IfN-y.
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La présence de iNOS a été rapportée dans quelques articles chez le cheval.
Par exemple, Tung et aï ont rapporté la présence d’iNOS chez des chondrocytes
provenant de cartilage articulaire de chevaux adultes, mis en culture et stimulés avec
de l’IL-l 3 recombinant (Tung, Venta et al. 2002). Les résultats de cette étude
présentent une relation dose-dépendante de l’expression de la iNOS lorsque les
chondrocytes étaient activés ainsi qu’une augmentation de l’expression de la iNOS en
fonction du temps entre O et 6h. Ce second phénomène a également été perçu lors de
la stimulation des neutrophiles sanguins de chevaux sains, atteignant un pic de
production de NO à 6 h et ce stabilisant jusqu’à 12 h, lors de nos expérimentations.
L’IFN-y est une cytokine inflammatoire produite principalement par les
lymphocytes T et les cellules NK. Il active les macrophages afin qu’ils produisent du
NO et d’autres médiateurs inflammatoires. Deux sources d’INf-y ont été utilisées
lors des diverses manipulations. Une première source d’TNF-y recombinant équin’
n’a pas permis de démontrer une augmentation de la production des dérivés du NO en
fonction du temps par les neutrophiles sanguins stimulés. Bien qu’il ait été démontré
que cet ll\TF-y chimérique pouvait avoir un effet biologique actif dans certaines
situations, ce ne fut point le cas dans notre situation. L’utilisation d’une
concentration plus faible de neutrophiles sanguins lors des expérimentations utilisant
la première source d’IFN-y pourrait être une des hypothèses pouvant expliquer
l’absence de production de NO. Il est possible que le signal fût si faible que la
technique utilisée n’était pas assez précise pour le détecter. De plus amples
recherches n’ont pas été effectuées par la suite avec ce produit, en raison de la venue
nouvelle de production commerciale d’ TNf-y.
Les lipopolysaccharides (LPS) sont des composants structurels de la
membrane des bactéries à Gram-négatif Le rôle du LPS dans l’activation des
neutrophiles équins n’a pas encore été complètement élucidé. En effet, il a été
1Gracieusement offert par Betsina Wagner de l’Université Corneli
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démontré qu’il se liait aux neutrophiles équins, mais le mécanisme par lequel
l’activation a lieu est inconnu (Weiss and Evanson 2002). L’inhalation de particules
organiques contenant des produits bactériens peut engendrer certaines maladies
pulmonaires. Il a été démontré que du LPS pouvait activer les macrophages
alvéolaires qui sont les premiers phagocytes dans les poumons (Zeidier, Millecchia et
al. 2004). L’activation des macrophages alvéolaires par le LPS engendre la sécrétion
de TNF-Œ, provoquant l’infiltration des neutrophiles dans les alvéoles, l’activation du
facteur nucléaire iB ainsi que la génération de formes réactives de l’oxygène
(Shakhov, Collart et al. 1990).
Les fonctions biologiques connues du NO se divisent en deux catégories.
Tout d’abord, il agit comme un messager intercellulaire pouvant réguler le tonus
vasculaire, l’activation plaquettaire et la réponse immunitaire ainsi que servir de
neurotransmetteur dans le cerveau et dans le système nerveux périphérique des nerfs
non-adrénergiques, non-cholinergiques. Deuxièmement, le NO synthétisé en grande
quantité par des macrophages, est une molécule cytotoxique impliquée dans les
capacités du macrophage à tuer des bactéries, des protozoaires, des virus ainsi que des
cellules tumorales. Toutefois, bien que cette fonction semble un mécanisme
important dans la défense immunitaire, elle peut également avoir des effets néfastes
engendrant certaines maladies autoimmunes (Moncada, Palmer et al. 1991; Moncada
1992). Alors que les nNO$ et eNOS sont exprimées constitutivement, la iNOS peut
être induite lors de la réponse inflammatoire par des lipopolysaccharides bactériens et
par des cytokines comme le TNf-Œ, et l’TL-l (Moncada, Palmer et al. 1991; Knowles
and Moncada 1994). Bien que les mécanismes par lesquels le NO peut atténuer
l’accumulation des neutrophiles ne sont pas totalement élucidés, plusieurs évidences
suggèrent que le NO, sécrété par la eNOS ou la iNOS, peut moduler l’interaction
entre les neutrophiles et les cellules endothéliales. Il a en effet été démontré que des
inhibiteurs spécifiques de la iNOS augmentent l’adhésion des neutrophiles à
l’endothélium en augmentant l’expression de diverses molécules d’adhésion comme
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le CDl lb/CD1$, LEs L-, P-, E-sélectines, l’ICAM-l ainsi que VCAM-1 (Spiecker.
Darius et al. 199$; Sato, Walley et al. 1999).
Les neutrophiles jouent un rôle important dans plusieurs processus
pathologiques chez le cheval. Un des modèles classiques est le souffle qui est
caractérisé par une neutrophilie pulmonaire. Nous avons vu que le neutrophile est
une cellule proactive capable de sécréter des cytokines et de moduler sa capacité à
migrer dans le compartiment extravasculaire. Il y a plusieurs évidences
expérimentales qui montrent que le NO diminuerait le flux de neutrophiles au site
inflammatoire mais cela n’a pas été démontré chez le cheval. Il est permis de croire
que le NO puisse jouer un rôle dans la transmigration des neutrophiles chez les
chevaux atteints du souffle. Pour répondre à cette question il serait intéressant
d’évaluer la cinétique de la sécrétion de NO des neutrophiles sanguins chez les







Cette étude a montré que les neutrophiles sanguins équins avaient la capacité
de produire de l’oxyde nitrique et cette production pouvait être modulée avec un
médiateur pro-inflammatoire, l’IFN-gamma. L’impact biologique de cette production
d’oxyde nitrique par les neutrophiles sanguins reste à préciser mais pourrait apporter
une meilleure compréhension de la régulation du tonus vasculaire et des mécanismes
de l’inflammation septique et non-spécifique par les cellules inflammatoires. Des
études ultérieures permettront de mieux saisir les mécanismes de la production et de
la régulation de l’oxyde nitrique par les neutrophiles sanguins dans les phénomènes
inflammatoires septiques et immunitaires chez le cheval.
D’autres études in vitro, utilisant des inhibiteurs de la iNOS comme le L
NMMA, le L-NAME et des corticostéroïdes tels que la dexaméthasone devront être
réalisées afin de déterminer si le NO produit par les neutrophiles est bel et bien
synthétisé par la iNOS plutôt que par un autre type de NOS, et de comprendre par
quelle voie signalétique il est produit.
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